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l. NUTRICION FÉRRICA DE LA PLANTA 
1.1. Importancia del hierro en los cultivos 
El hierro es un metal de transición que se caracteriza por poseer orbitales de 
vacantes, por lo que es un ácido de Lewis En la naturaleza, se puede presentar en dos 
estados de oxidación Fe@) y Fe(II1) El potencial del sistema Fe(II)/Fe(III) (E"=0,77 volt, 
pe=13,04) es bastante elevado en medio ácido, pero disminuye rápidamente al aumentar el 
pH por precipitar más Fe3' en forma de hidróxido que Fe2' 
El Fe2+ y el Fe3' son iones relativamente pequeños y marcada propensión a formar 
complejos hexacoordinados con iigandos que contienen O, N ' ~  S. Esta propiedad, junto con 
el amplio rango de potencial redox que cubren los enzimas que contienen Fe, son razones 
suficiente; para asociar el papel de este elemento en reacciones fundamentales desde el 
punto de vista biológico, como son la reducción de nbonucleótidos y dinitrógeno, o las 
reacciones de transferencia de electrones que caracterizan la respiración y la fotosíntesis 
(Mengel y Kirby, 1982; Marschner, 1986; Teny y Zayed, 1995). Al mismo tiempo, las 
propiedades químicas del Fe limitan su acumulación celular debido, en primer lugar, a la 
actuación, cataiítica del Fe2' y el Fe3' para generar radicales hidroxílicos, potencialmente los 
agentes más oxidantes que se conocen. Debido a la influencia del Fe en la desorganización 
. celular, los organismos generalmente regulan su absorción, aunque también lo pueden 
acumular en forma de femtina. El Fe acumulado de ésta manera no es tóxico y está 
fácilmente disponible para la célula (Theil, 1987) 
La segunda limitación para la adquisición del Fe es la escasa disponibilidad con que 
este elemento se encuentra en la naturaleza Lo hace fundamentalmente como constituyente 
mayoritario de polimeros oxyhidróxidos de composición general Fe-OOH que son 
producidos @r la degradación de los minerales primarios Como consecuencia de su 
elevada estabilidad y baja solubilidad a pH próximos o superiores a la neutralidad, la 
concentración del Fe (111) libre en condiciones aeróbicas y en sistemas acuosos se limita a 
- 
una concentración en el equilibrio cercana a lo-"M, valor muy inferior al óptimo requerido 
para el crecimiento de la planta (Guerinot y Yi, 1994). Así el problema derivado de la 
asimilacion del Fe por los organismos no es producto de su abundancia, ya que es el cuarto 
elemento más abundante en la corteza terrestre, sino más por su baja'disponibilidad en 
condiciones aeróbicas y a pH biológicos. La deficiencia del Fe en cultivos se reconoce 
normalmente por la clorosis o amarillearniento intervenal en la hojas nuevas, si es severa, 
puede reducir la producción de los mismos e incluso a anularla completamente. 
Desde un punto de vista químico, los organismos tienen tres formas para disolver 
los óxidos fémcos: protonación, quelación y reducción. Para competir satisfactoriamente 
por este nutriente, los organismos han desarrollado mecanismos específicos de obtención 
que están basados en esos procesos químicos. 
Un aspecto importante de la clorosis, es su efecto sobre la producción de cultivos, 
ya que el bajo aporte de Fe a la planta hace que disminuya la producción de fotosintatos 
necesarios para el crecimiento y desarrollo de la misma, lo cual implica una reducción de 
la producción (Miller y col, 1984, Mortvedt, 1991). La deficiencia mineral de Fe es 
característica en plantaciones de cítricos, principalmente en limoneros, donde es 
particularmente significativa, pues acorta el ciclo vital de las plantas, de tal forma. que la 
fase productiva resulta considerablemente inferior a lo normal tanto en el número de frutos 
como en la calidad de los mismos (Carpena y col, 1965) 
En el noroeste español la superficie de cultivo afectada por la clorosis fémca cubre 
aproximadamente 90 000 Ha y esta ocupada principalmente por árboles fnrtales (peral, 
melocotonero, almendro, cerezo, ciruelo, manzano y albaricoquero) desarrollados mediante 
riego por goteo. La deficiencia de hierro es actualmente el mayor problema de los 
cultivadores de árboles fmtales, ya que se estima un gasto aproximado de 2.200 millones 
de pesetas al año en tratamientos de hierro de los agricultores de la zona del valle del Ebro 
r 
(Sanz y col, 1992). 
La clorosis fémca aparece también frecuentemente en zonas del sureste español 
dedicadas al cultivo de hortícolas; en las que se aplican sistemas de fertimgación. En estos 
. , 
ron 
. . 
casos.la~clorosis e ve agravada, por el uso de aguas y sustratos calizos, así como otros 
sustríitos art-ciales que incluyen materiales inertes del tipo arena de cuarzo, perlita, 
. . 
vermiculita o fibra de coco, y otros más reactivos. como,turbas o subproductos industriales. 
1.2 Disponibilidad de Fe en suelo 
Los principales factores que influyen en la capacidad de la planta para responder a 
las deficiencias de hierro, son la reactividad y superñcie de los componentes minerales del 
suelo En la mayona de los suelos, las zonas activas predominantes son los gmpos Fe-OH 
y Fe-OH, localizados en las superficies de los óxidos de hierro Debido a la elevada 
reactividad en la superficie de la ferrihidrita, es probable que sea la fuente dominante de Fe 
lábil en este tipo de sistemas (Vempati y Loeppert, 1986) 
Uren (1984) clasifica las distintas formas en las que se puede encontrar el Fe en 
suelo, en dos categorías formas móviles e inmóviles Las primeras, incluyen las formas 
hidroxiladas del Fe inorgánico FeOH2', Fe(0H); Fe(OHX0 y los complejos Fe-fulvato, 
mientras que define como formas inmóviles a los óxidos e hidróxidos de Fe y a las 
asociaciones de este elemento con la materia orgánica, fundamentalmente a los ácidos 
humicos 
Este autor considera que las formas móviles son las principales constituyentes del 
Fe soluble y por tanto, las que puede utilizar la planta de forma inmediata Por ello, todos 
los factores que afectan a la concentración de Fe soluble en el medio nutritivo también lo 
hacen indirectamente a la absorción de Fe por la planta Entre los más importantes cabe 
destacar el pH, complejación y propiedades redox del suelo y la influencia de la baja 
solubilidad de los óxidos e hidróxidos presentes en el suelo 
La disolución y precipitación de los óxidos fémcos controla básicamente la 
solubilidad de Fe en suelos. La actividad de Fe3' mantenida por estos óxidos depende del 
pH y del potencial redox. Según Norvell y Lindsay (1982), el denominado Fe(OH),-suelo 
es el responsable de la solubilidad de Fe3' que en suelos bien aireados podna corresponder 
con la femhidnta. La solubilidad de este hipotético mineral tiende a estabilizarse en suelos, 
cerca del producto de actividad iónico 10""' y puede ser expresada en el equilibrio por la 
ecuación: 
Fe(0H)3 SUDIO + 3 ~ ' e F e "  + 3H20 IogKo=2,70 (1) , 
Esta constante de solubilidad es 0,84 unidades logarítmicas menor que la 
correspondiente al Fe(OH), amorfo y aproximadamente 2,7 unidades logantmicas más 
soluble que la hematita y la goethita (Lindsay, 1995), de ahí que se sugiera a la femhidrita 
como el componente de hierro del suelo, responsable de su solubilidad. 
En relación al Fe orgánico soluble, los compuestos de bajo peso molecular formados 
por la degradación de la materia orgánica (ácidos fúlvicos), son los que principalmente ,. 
contribuyen al Fe total (Lobartini y Orioli, 1988). Estos mecanismos de solubilización se 
estudiaran en mayor extensión en el apartado 3.4 de esta introducción. 
Para terminar, hay que destacar el efecto de los ácidos orgánicos simples exudados 
por las raíces y los sideróforos microbianos (ácidos hidroxámicos), presentes en ecosistemas 
naturales, en concreto en la zona radicular. Muchos autores (Powel y col., 1980; Becker 
y col, 1985; Crowley y col., 1988; Piccolo y col, 1993) han subrayado su importante papel 
en la solubilización y transporte del Fe en planta, especialmente a partir de los complejos 
insolubles del Fe con las sustancias humicas (lyndsay, 1979). 
1.3. Eficiencia de la planta en la adquisición del hierro 
Químicamente hablando, los organismos tienen tres formas de aprovechar las formas 
solubles de los óxidos fémcos: pmtonación, quelación y reducción. En condiciones de 
suficiencia de Fe emplean para su absorción un mecanismo de reducción de Fe(II1) a Fe(I1) 
, 
"reductasa standard" y un transportador especifico para el Fe(I1). Chaney y col., (1972) 
' ~ propusieron que la habilidad para reducir compuestos de Fe extracelulares era debido a la 
actividad de una enzima localizada en la membrana plasmática de todas las plantas. Por su 
frente a la deficiencia. Existen, por el contrario, un buen número de plantas que no 
responden a la deficiencia, e incluso, dentro de Gna misma especie vegetal existir : 
cultivares eficientes y cultivares ineficientes. 
. ,. En función de los mec@smos desarrollados para aumentar la disponibilidad del Fe 
en sueló, las especies eficientes se clasifican en dos categonas: especies con estrategia 1 y 
especies con estrategia 11. 
La estrategia 1 desarrollada en dicotiledón.5as y monocotiledóneas excepto 
gramíneas, se caracteriza por cuatro mecanismos (Marschner y Romheld, 1995): a) 
disminución del pH de la rizosfera por extrusión de H' b) reducción de Fe en la rizosfera 
por extnisión de reductores, tales como el ácido cafeíco c) aumento de la reducción de Fe3+ 
. . 
en el plasmalema de la raiz (reductasa "turbo") y d) transporte de Fe activo por la raiz 
mediante quelatos internos como el ácido cítrico. Estos mecanis'mos de respuesta están 
localizados en las zonas apicales y subapicales (Bell y col, 1988). La relativa importancia 
de estos cuatro componentes en la deficiencia de Fe para la eficiencia parece diferir en las - .  
especies de plantas y los genotipos y existen diferentes interpretaciones particularmente en 
el papel de los reductores y quelatos (Brown y Jolley, 1989;Chaney y Bell, 1987; Jolley y 
Brown, 1987). 
La estrategia 11 es un mecanismo propio de gramíneas y se caracteriza por la 
liberación radicular de compuestos quelantes de Fe de bajo peso molecular denominados 
fitosideróforos, por analogía con los compuestos de estas características liberados por 
microorganismos y que se conocen como fitosideróforos (Tagaki y col, 1984, Neilands y 
col, 1986, Marschner y col , 1990) y por la existencia de un sistema de transporte de alta 
afinidad en la membrana plasmática de dichas plantas para los fitosideróforos de Fe(II1) 
Presumiblemente estos agentes enlazan el Fe(II1) insoluble y lo convierten en 
quelatos de Fem) solubles que transportan el Fe hacía el exterior de las células radiculares 
. . por un sistema de transporte . . especifico para los sideróforos fémcos (Fe(II1)-MAS) y en 
. .. . 
particular en la zona apical de la raíz (Tagaki y col., 1984, Marschner y col., 1986,1987): 
parte, Bienfait (1985) formuló un modelo en el cual se diferenciaban dos tipos de sistemas 
redox en la membrana plasmática, el denominado sistema "standard" y el "turbo". El 
primero tiene la capacidad de reducir aceptores externos de electfones con alto potencial 
redox como el Fe(CN),'y posiblemente oxígeno, que podria ser considerado el aceptor de 
electrones natural. Entre otros procesos parece estar involucrado en la regulación del 
potencial de membrana y en la producción de especies activas de oxígeno. El sistema 
"standard" es un constituyente de todas las plantas y no es capaz de reducir compuestos Fe- 
quelato, ya que poseen potenciales redox más bajos. El otro sistema mencionado, el 
"turbo", se trata básicamente de una reductasa transmembrana, que es inducida en 
deficiencia de Fe. Se localiza en la epidermis de las raíces jóvenes. Este enzima reduce tanto 
el Fe(CN), ", como los quelatos de hierro presentes en el exterior de las células, con 
electrones provenientes del NADPH citoplasmático. Biológicamente incrementa la 
concentración del Fe2+ en la superficie celular para facilitando así su absorción por las 
raíces. 
Existen hechos experimentales que wnñnnan la presencia de al menos dos sistemas 
redox diferentes capaces de reducir quelatos de Fe, o dos estados de un mismo sistema con 
.un diferente comportamiento en luz y en oscuridad (Tisserat y Manthey, 1996; De la 
.Guardia y Alcántara, 1996), pero no ha sido posible aislar, ni purificar ningún sistema 
quelato reductasa de la membrana plasmática (Moog y Brüggemann, 1994). Susín y col. 
(1996) postulan que este sistema "turbo" no ha sido aún identificado debido a que durante 
el proceso de extracción y purificación de la membrana plasmática se pierde un cofactor 
necesario para que la reductasa "turbo" actúe. Sin embargo, existen autores (Holden y col., 
1991; Buckhout y coi., 1989; Brüggemam y coi., 1990; Moog y Brüggemam, 1994) que 
cuestionan que la "reductasa turbo" sea inducida por la deficiencia de Fe en el medio, sino 
que esta se encuentra tanto en raíces de plantas cultivadas bajo 'deficiencia de Fe o bajo un 
aporte normal de este elemento, pero en las primeras aumenta la actividad de la misma. 
En relación a su capacidad para responder a la deficiencia de hierro, las plantas 
superiores pueden dividirse en eficientes y no eficientes, (Jolley y Brown, 1987). Las ' 
eficientes pueden activar los mecanismos enzimáticos anteriormente descritos y actuar 
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En las plantas con estrategia 11, la velocidad de liberación de estos fitosideróforos 
inducidos bajo la deficiencia de Fe es un parámetro apropiado de caracterización genética 
de diferencias en las distintas especies de planta e incluso entre cultivares dentro de una 
misma especie (Romheld y Marschner, 1990) 
1.4. Métodos de diagnóstico de la clorosis férrica 
De acuerdo con Carpena y col (1976), no es posible evaluar eficazmente los 
tratamientos correctorei; sin un método de diagnóstico adecuado. Para dete'rminar 
ccrrectamente el estado nutritivo fénjco deuna planta son necesarios métodos eficaces de 
diagnóstico. En experiencias de cultivo controlado (hidroponia en invernadero), la mayor 
.. parte delos métodos de diagnóstico se correlacionan bien con los síntomas de clorosis 
, (Maiizanares, 1991), si embargo, su extrapolación a condiciones de campo no resulta. 
normalmente satisfactoria.. 
. . 
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Los métodos visuales sólo son aplicables cuando el grado de deficiencia es elevado 
y no existen deficiencias de otros micronutnentes. La deficiencia de Fe es fácil de reconocer 
entre las de Iós micronutnentes ya que produce un tipo de clorosis característico que sólo 
en el caso del Mn llevar a una cierta confusión (Loue, 1986). Otro método de 
diagnóstico visual común es el denominado método biológico, que consiste en inyectar 
hierro en peciolos, zona intervenal de las hojas o directamente en el tronco, y esperar la . . 
respuesta de estos órganos, que suele ser rápida e inequivoca en el caso de que exista 
deficiencia de hierro (Heras, 1961). 
Uno de los principales efectos de la deficiencia de Fe es la reducción del'contenido 
de tilacoides del cloroplasto (Nishio y col., 1985), lo que produce una reducción en el 
contenido de clorofilas, carotenoides y transportadores de electrones por unidad de área 
(Abadia y col., 1989; Val y col., 1987). La pérdida de pigmentqs foliares en condiciones de 
deficiencia no implica, si embargo, que las hojas disminuyan su capacidad para captar la 
energía luminosa (Terry y Zayed, 1995), debido en parte al incremento producido en la 
. .  . 
. . 
relación foliar de caroteno/clorofila. También se ha demostrado en diferentes cültivos 
sujetos a condiciones de deficiencia un incremento en la relación clorofila a/clorofila b 
(Abadía y col., 1991; Monge y col; 1987; Nishio y col., 1985). Este incremento es mayor 
en condiciones de campo que en condiciones de cultivo controlado. una  explicación dada 
a este incremento es que en condiciones de deficiencia de hierro existe una fotodestrucción 
preferentemente en las clorofilas b (Diez, 1959). 
El análisis mineral de un elemento, principalmente en hoja, suele reflejar el estado 
carencia1 o tóxico de dicho nutriente en planta. No obstante, el contenido total de Fe puede 
no reflejar el estado nutritivo de la planta, dependiendo de las causas que originen la 
clorosis Cuando esta es producida por un aporte bajo de Fe, la concentración de dicho 
elemento en hoja refleja por sí mismo el estado nutritivo (El-Sherif y col , 1984), mientras 
que en plantas desarrolladas con suficiente Fe, pero en condiciones desfavorables, el 
contenido de Fe en hojas cloroticas suele ser superior al de hojas verdes (Abadía y col ,  
1989) Esta aparente paradoja puede ser motivada por la inmovilización de Fe dentro de la 
planta, que irnpedina su transporte a las hojasjóvenes, de forma que se plantee la existencia 
de formas activas y no activas de Fe en planta 
Por otro lado, la deficiencia de un elemento puede afectar a la concentración en 
planta de otros elementos, por lo que la relación entre sus concentraciones puede ser un 
índice del estado nutritivo del cultivo. Entre las relaciones más utilizadas para estimar el 
estado ferrico se incluye la FeIMn, cuyo equilibrio en planta se considera más importante 
que la cantidad límite de cada uno de ellos (Hernando y Casado, 1974). De acuerdo con 
Zaharieva y col. (1988,1995) el Fe interfiere la absorción de Mn, mientras que este último 
incide en la nutrición femca a nivel metabólico produciendo la inactivacion del Fe. 
Valenzuela y col., (1995) definieron un índice de Fe que relaciona las 
concentraciones de P, K y Fe de acuerdo con la ecuación (2) 
Fe index = 50 (10P + K) 
Fe (2) 
donde P y K son las concentraciones de estos elementos en tanto por ciento (YO) de materia 
seca y la concentración de Fe viene referida a mgKgS' de materia seca. Los autores 
sostuvieron que un incremento en el índice de Fe podría ser usado como indicador de la 
deficiencia de Fe, aunque los valores cnticos pueden diferir de una especie a otra (Guzmán 
y col., 1991) y del estado fisiológico de la hoja (Valenmela y col , 1991). 
1.5. Corrección de la clorosis férrica 
Existen e" la actualidad dos tendencias en orden al modo de solventar el problema 
de la clorosis fémca. Una de ellas postula la mejora genética de los cultivos para disminuir 
su susceptibilidad a esta deficiencia m n t z  y col., 1987), mientras que la segunda sena 
partidaria de su corrección mediante la adición de fertilizantes. 
La mejora genética frente a la clorosis fémca implica la consecución de genotipos 
"eficientes en Fe" (Cianzo, 1995), que de acuerdo con Alcántara y de la Guardia (1987) es 
posible a partir de la obtención de variedades con resistencia uniforme a la clorosis mediante 
la selección a través de distintas generaciones. 
En la práctica, el inétodomás exiendido para corregir la clorosis fémca es la 
utilización de fertilizantes, y entre los más'utilizados destacan los complejos de Fe. Estos 
se pueden dividir en naturales y sintéticos en función de su procedencia. Los complejos 
naturales proceden de productos de biodegradación o que han sufrido ciertas alteraciones 
indust"ales.~estacan los poliflavonides y lignosulfatos, derivados de industrias madereras 
y ricos en azufi-e y polifenoles: Su uso se ha mostrado ineficaz, dada la baja estabilidad de 
los complejos formados (Lucena, 1990), pero su aplicación foliar en una formulación 
adecuada, puede hacer desaparecer los síntomas cloróticos. Los complejos fémcos con 
aminoácidos y hurnatos o fulvatos son poco estables y no pueden explicar una mayor 
absorción de Fe, perp se observan efectos beneficiosos tras laaplicación de alguno de estos 
compuestos. Pérez-Sanz y col. (1997) estudiaron la incidencia de un extracto de algas 
emiquecidobn ácidosfilvicos y vitan&& sobre el crecimiento y producción de melocotón 
y cítricos. Si bien, los compuestos no fueron capaces de recuperar especies sensibles en 
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condiciones de clorosis severa, la producción se mejoró en valores próximos a los obtenidos 
por el Fe-EDDHA, incluso cuando los síntomas de clorosis eran evidentes. 
Dado que estos quelatos naturales presentan caractensticas más acordes con la 
conservación del medio ambiente que los quelatos sintéticos, este tipo de fertilizantes 
naturales podna ser evaluado como alternativa a la utilización de compuestos de síntesis. 
2. UTILIZACI~N AGRÍCOLA DE SUBPRODUCTOS ORIGLNADOS EN 
PLANTAS DE TRATAMIENTO DE AGUAS 
2.1 Concepto de biosólido 
La Unión Europea produce cerca de 6,s millones de toneladas de Iodos de 
depuración por año expresados en materia seca (Hall, 1995), de los cuales a España 
corresponden 350.000 toneladas. Con la entrada en vigor de la Directiva Europea sobre 
depuración de aguas, se espera que en el año 2005 se produzcan 10 millones de toneladas 
de Iodos. 
Existen básicamente dos tipos de plantas de tratamiento de aguas: las plantas 
potabilizadoras y las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR). Tras el proceso 
de depuración además del agua tratada se origina un residuo sólido. Este material es muy 
heterogéneo y su composición depende, tanto de la naturaleza del agua a tratar, como de 
la tecnología y reactivos utilizados en la depuración o potabilización, e incluso de la época 
del año en que se lleva a cabo (Teny y col., 1979). 
Tradicionalmente, los Iodos han sido depositados en vertederos municipales, 
incinerados, vertidos al mar o aplicados directamente a suelos agricolas. Esta última 
alternativa parece ser la que más interés está despertando, dadas las características de los 
iodos, principalmente su alto contenido en materia orgánica cuya falta es uno de los 
priricipales factores limitantes de los suelos agrícolas españoles. Estas propiedades pueden 
ser mejoradas mediante los procesos de estabilización y secado, en función del uso final al 
que sean destinados. Actualmente se ha incorporado el término biosólido para definir a los 
Iodos tratados y que pueden ser reutilizados en función del pretratamiento, y entre otros 
fines, como enmienda orgánica, material de sellamiento de vertederos o fertilizantes 
El interés en desarrollar la aplicación de biosólidos radica por una parte, en 
colaborar con los objetivos de una agricultura sostenible, a través de la mejora de calidad 
del suelo y la mayor producción de alimentos gracias al uso de una fertilización racional 
Por otro lado, la mejora en la conservación del medio ambiente haciéndola compatible con 
la explotación agrícola ha dado lugar en nuestros días a un importante desarrollo de nuevos 
materiales con fines agronomicos específicos. Ambas finalidades se intentan conciliar 
mediante la investigación del posible uso de subproductos del tratamiento de aguas en 
agricultura 
2.2. Características delos productos biosólidos 
Podría afirmarse que la materia prima en la fabricación de productos biosólidos es 
el lodo, siendo la estabilización y el secado el proceso real de fabricación del biosólido 
Durante este proceso se modifican las características de los productos retirados de las 
aguas, con la finalidad de reducir su potencial de fermentación y hacerlos más inertes, de 
forma que puedan incorporarse al medio ambiente en condiciones adecuadas La 
estabilización puede realizarse en reactores aerobios, anaerobios o mediante la adición de 
reactivos químicos Este procesamiento necesariamente influye en el aspecto del producto 
final, y con ello en su aceptación por el publico, en el olor, en su contenido en patógenos, 
en su contenido en nitrógeno, fósforo, potasio, carbonato y metales Ello determinará, 
asimismo, cuándo y cómo debe ser almacenado y usado, así como las restricciones en su 
uso final 
En la tabla 1 se describen de forma resumida los biosólidos más utilizados en 
agricultura, así como sus procesos de estabilización, forma de aplicación en el terreno y 
principales ventajas e inconvenientes (Walker, 1994). 
El coste de fabricación de productos biosólidos es generalmente mayor con el 
incremento de los procesos de tratamiento y secado, aunque también lo es la amortización, 
gracias a sus numerosas aplicaciones posteriores y a la mayor aceptación del producto 
como consecuencia de la mejora en su presentación. Los gastos de transporte son 
superiores en productos líquidos que en los deshidratados y secados con calor, por lo que 
estos últimos son los biosólidos más sencillos de almacenar y transportar. Por último, hay 
que indicar que el coste en ir&-aestnictura en la digestión anaerobia requiere mayor 
inversión que la necesaria para producir la digestión aeróbica o la estabilización alcalina. 
Una de las aplicaciones más extendidas de los biosólidos es la producción y 
mantenimiento de praderas, en semilleros o como sustrato horticola, por su facil y amplia 
aceptación por el público y favorable acogida comercial En los años ochenta se inició la 
utilización de la estabilización alcalina como método de eliminación de patógenos y de 
estabilización de la materia orgánica, utilizando a tal fin una combinación de incremento de 
pH, calor y secado (Logan y Burham, 1995) Los biosólidos estabilizados alcalinamente se 
usan en agricultura y recuperación de suelos degradados, pero también como suelo artificial 
y en sellamiento de vertederos Los productos secados al calor son costosos de producir, 
pero son los fertilizantes más efectivos, contienen la menor cantidad de agua y con 
frecuencia son usados como relleno de fertilizantes químicos o como fertilizantes de 
macizos, setos y cultivos de cítricos. 
2.3. Valor nutricional de los biosólidos 
Los biosólidos divergen ampliamente en sus propiedades químicas, fisicas y 
biológicas; atendiendo a numerosos factores como la fuente y composición del lodo, sistema 
de tratamiento, extensión para la cual el material es digerido y estabilizado y como sea 
tratado el material entre su procesamiento y aplicación al suelo. Ya hemos indicado que los 
biosólidos se originan mayoritariamente a partir de Iodos procedentes de plantas de 
tratamiento de aguas, tanto potabilizadoras, como residuales. Por lo que su aplicación en 
agricultura se basa en las cualidades de los Iodos; especialmente en su alto contenido en 
materia orgánica. 
La razón primordial fomentar el uso de Iodos en agrikultura ha sido S; valor 
nutritivo aunque generalmente son considerados una fueñte baja de nutrientes. Se ha 
trabajado mucho para elucidar losefectos de loslodos sobre la nutrición vegetal, 'pero este. 
'efecto es dificil de predecir, dado que en la aplicación inflhye.tanto. la calidad de los Iodos, 
como las condiciones en las que son utilizados. Los nutrientes de los Iodos, excepto cuando 
participan en la composición de fertilizantes comerciales, no están equilibrados para suplir 
los requerimientos de los cultivos (Elliot, 1986). 
Para Oberle y Keeney (1994) las diferencias en la disponibilidad de los nutrientes 
de los distintos tipos de Iodos son generalmente referidas a las diferencias en la composición 
del lodo y en al sistema suelo-clima-formade aplicación. Para asegurarnos una 
fertilización equilibrada, las relaciones de aplicación del lodo deben reflejar: la capacidad 
inherente del suelo para aportar nutrientes, cualquier otrafuente externa capaz también de 
aportar nutrientes (por ejemplo, fertilizantes comerciales, estiércoles o residuos vegetales ...) 
y las necesidades específicas del cultivo. Todos estosfactores permiten asegurar la 
existencia de cantidades de nutrientes suficientes para suplir las necesidades nutricionales 
del cultivo, al tiempo que no se alcanzarían Nveles potencialmente tóxicos. 
Las aplicaciones deberían realizarse cuando la disponibilidad de los nutrientes del ' 
lodo coincida con las necesidades del cultivo. Permitiendo de este modo minimizar 
cualquier impacto medioambiental negativo asociado con la pérdida de nutnentes y que 
afectaría, tanto a aguas superficiales, como subterráneas Ha de tenerse también en cuenta 
que cuando el lodo es aplicado en suelos en momentos erróneos, debido al elevado 
contenido en sales de muchos de ellos, puede inhibir el crecimiento del cultivo (I(eeney y 
col., 1975) , 
Sommers (1977) estimó el contenido de nutnentes de los Iodos en unos intervalos 
de considerable variación. El N total lo situó de <1 a 170 g.kg-', para el NH,-N de 5 a 
67600 mgkg-' y el NO,-N entre 2 a 4900 mgkg-'. Con relación al P total sugirió valores 
entre 1 a 150 gkg" y para el K inferiores a 0,s y nunca superiores a 25 &kg Las 
concentraciones de nutnentes no debenan modificarse con el tiempo una vez estabilizados 
inn 
Tabla 1 ' ~ m ~ l e o  n los productos biosólidos mas utilizados (Waker, 1994) 
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El N en el lodo empieza a estar disponible por los procesos de nitrificación, 
desnitrificación, inmovilización, volatiliiación y mineralización en el ciclo del N con 
posterioridad a la aplicación del lodo (Pierzynski, 1994). La nitrificación es un proceso 
aerobio donde el.NH4-H se convierte a NO,;, la desnitrificación es un proceso anaerobio 
donde el NO,-N se convierti en el N gaseoso; la inmovilización se refiere al uso de ras 
formas inorgánicas por los microorganismos del suelo de tal forma que el N inorgánico no 
esta disponible largo tiempo para la planta. Por último, en los procesos de volatilización y 
mineralización se producen las pérdidas de N como NH, y la conversión de N como Ni-&-N, 
respectivamente. 
Uno de los principales objetivos en la aplicación agrícola de los Iodos, es el cálculo 
de N que va'a estar disponible inmediatamente después de la aplicación, es decir predecir. 
el N disponible que sera mineralizado. Es un objetivo diicil y con frecuencia se usa un valor 
denominado PMN (N potencialmente mineralizable). ¿a producción de NO, y NH,' con el 
tiempo o la medida de la evolución del C02 son indicadores de la mineralización. El PMN 
depende de factores como el tipo de suelo, temperatura y contenido de humedad del suelo. 
Este valor también depende del tipo de lodo y el método de procesamiento. Garcia (1990) 
'estimó que el 5-10 % de N puede considerarse inorgánico y de asimilación inmediata por 
las plantas; el resto corresponde a N orgánico, cuya mineralización para pasar a forma 
disponible necesita un cierto tiempo y en este proceso participan activamente los 
microorganismos del suelo. .. 
Dentro de las principales desventajas del aporte de N en cultivos mediante la 
aplicación de los Iodos, se encuentra la posibilidad de lixiviación de nitratos, incluso pasado 
bastante tiempo desde que se realizó aquélla La mineralización del N se produce cuando 
las condiciones del suelo lo favorezcan y no siempre coinciden con la demanda del cultivo 
Por esta razón se pueden producir pérdidas de nitratos que pueden afectar a las aguas 
subterráneas Este problema se puede reducir planificando la aplicación de los Iodos en 
función de las necesidades de N del cultivo, de forma que se minimicen las pérdidas por 
Mtratos (Keeney, 1982) 
. , 
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El P existe en los Iodos, tanto en forma orgánica como inorgánica, aunque 
generalmente predominan las formas inorgánicas E1 P orgánico debe mineralizarse en 10s 
suelos antes de que el P esté disponible para ser absorbido por la de forma similar 
al N, si bien estos procesos todavía no han sido objeto de mucha atención en la 
investigación porque las relaciones de P son generalmente mucho mayores que las 
necesidades de los cultivos (Pierzynsky, 1994). El desequilibrio entre el N y el P en Iodos 
puede causar un incremento sustancial de los niveles de P en suelo, con frecuencia a niveles 
mucho mayores que el P adecuado para la nutrición de cultivos, y puede incrementar la 
movilidad de este elemento, con consecuencias negativas en aguas superficiales 
Dadas las características de adsorción del fósforo orgánico, se postula que 
aplicaciones que presenten cantidades de fósforo elevadas podrían contribuir 
significativamente a la vulnerabilidad de la zona (Lemunyon y Gilbert, 1993). Sugiriendose 
que la aplicación debe basarse en el contenido en P más que el de N, compensando de esta 
forma el incremento de P en suelo que es común en aplicaciones de Iodos a largo plazo. 
Esta forma de actuación presenta el inconveniente de incrementar de manera importante la 
cantidad de terreno requerido para depositar una cantidad dada de lodo. 
Generalmente se considera a los Iodos como fuentes pobres de K.'EI potasio es un 
constituyente soluble en Iodos, nunca se en concentraciones superiores a 10 g.Kg". Está 
generalmente aceptado que el 100% del K en Iodos es asimilable (Pierzynsky, 1994) 
La aplicación de Iodos al suelo puede disminuir, incrementar o no afectar al pH del 
suelo Según Pierzynsky (1994), la mineralización del carbono orgánico y N, la nitrificación 
de las formas amoniacales del N, la hidrólisis de los compuestos de Fe y Al, y la oxidación 
del sulfuros son factores que pueden disminuir el pH del suelo. Por el contario, puede ser 
incrementado por la inclusión de cal procedente de los procesos de tratamiento del lodo 
En áreas donde la acidez del suelo es problemática puede ser beneficioso la aplicación de 
Iodos para incrementar el pH a niveles deseables, y mejorar con ello la capacidad tampón 
del suelo 
2.4. Inconventes del uso de  biosólidos 
2.4.1. Elementos traza 
El riesgo potencial en la cadena trófica de los.elementos traza presentes en 
biosólidos aplicados a agricultura ha sido intensamente estudiado en los últimos 25 años. 
Durante este periodo, la barrera suelo planta se ha considerado fundamental para proteger 
ala fauna que habitaba en áreas cercanas a las de aplicación de biosólidos. Actualmente se 
-sabe que la adsorción o precipitación de  metalesen suelos o raíces limita la traslocación al 
tallo de la mayoria de los elementos, y en el caso de que se pudiera producir esta 
traslocación, la fitotoxicidad del Zn, Cu o Ni puede reducir el contenido de metales en tallo 
a niveles crónicamente tolerables. La relaciones entre los elementos traza presentes en los 
Iodos parecen más importantes que los contenidos individuales de cada uno, pues se pueden 
producir interacciones que reduzcan su disponibilidad. Los pocesos de adsorción, 
quelación o precipitación'en los que se ven involucrados los Iodos pueden ocasionar la 
retención de lastra& metáiicas incluso en casos de ingesta por el ganado (Chaney, 1994). 
Un ejemplo de interacción que reduce el riesgo de la toxicidad de Cd es la relación 
1:100 CdIZn. Esta proporción debe alcanzarse e n  biosólidos mediante el apropiado 
pretratamiento industrial. Aunque en cultivos desarrollados sobre suelos ácidos se favorece 
la absorción de niveles altos de Cd y Zn, la presencia de Zn reduce el riesgo potencial del 
.Cd en los cultivos. La fitoioxicidad del Zn sirve como limite natural máximo de Cd en 
. cuhivos. Incluso el Zn en planta puede inhibir la absorción del Cd en animales, cuando éstos 
ingieren plantas con niveles elevados de este elemento (Mc Kenna y col., 1992 ). Además 
del Zn existen otros elementos que pueden disminuir la traslocación del Cd como es el Mn. 
El aporte de Mn en disolución nutritiva por encima del nivel normal implica una reducción 
enla concentración del Cd en parte aérea de lechuga, así como de su contenido relativo en 
cloroplasto (Ramos, 1994): Estos factores reducen significativamente el riesgo de 
contaminación de ~d proveniente del biosólido, comparado con el estimado en los estudios 
toxicológicos a través de las sales d e  Cd. 
. ~ 
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La presencia de CaCO, en los biosólidos puede causar deficiencia de Mn. Chaney 
y col., (1994) estudiaron si la adición deliberada de Fe y Mn a los lodos redkia la absorción 
de Cd y prevenía las deficiencia de Mn en lechugas (Lactuca saliva L.) ciltivadas en suelos 
que habían sido enmendados con Iodos contaminados con Cd en los años setenta. No se 
observaron efectos aparentes.de la adición de Fe y Mn sobre la absorción de Cd, motivados 
fundamentalmente por que la existencia de óxidos de Fe y Mn adsorbian el Zn, reduciendo 
su habilidad para inhibir la absorción de Cd por la lechuga. 
. . 
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Ocasionalmente los biosólidos contienen niveles elevados de Cd, Mo, Zn, Pb, Cu 
o bienilos policlorados (PCBs) (Chaney y col., 1991) por lo que no deberían ser utilizados 
en aplicaciones al suelo. Aunque se consideraba que la biodisponibidad del Cd es un' 100%, 
Chaney y Ryan (1993) concluyeron que esta biodisponibilidad es mucho menor apoyándose 
en resultados obtenidos por la aplicación de biosólidos con contenidos en Cd de 21 Kg Cd. 
~a'lsobre trigo (Tnticum aestivum L.), soja ' [~l~cine max (L:) Merr], cacahuete (Arachis 
-\ 
hpogaea L.) y girasol (Helianthus annuus L.) El grano no superó concentraciones de 0,l 
mg Cd.kg-' incluso en suelos muy ácidos. 
De los elementos traza presentes en biosólidos, parece que sólo el Hg como metil 
mercurio puede ser biomagnificado, pero este metal se encuentra en concentraciones muy 
bajas en Iodos aptos para usos agrícolas (Chaney, 1994). 
Otro ejemplo de éste fenómeno de interacción entre elementos fue descrito por 
Chaney (1994) y se refiere a la toxicidad en ganado por Zn procedente de biosólidos Los 
animales con deficiencias de Cu son más sensibles a la toxicidad del Zn que aquellos que 
ingieren cantidades satisfactorias de Cu en la dieta Dado que los biosólidos aplicados en 
agricultura generalmente no presentan bajos contenidos de Cu, se debería contrarrestar la 
toxicidad del Zn como hemos indicado De forma análoga, la toxicidad de Cu en rumiantes 
es sustancialmente reducida cuando se incrementa el nivel de Zn, Cd, Fe, Mo o S en la 
dieta. En contraste, si se produce toxicidad de Cu cuando se ingieren biosólidos donde la 
concentración exceda a 1000 mg CuKg-' 
Chaney y Ryan (1993) estudiaron el potencial de absorción de la planta para permitir 
la transferencia del elemento traza desde el biosólido a la cadena alimenticia En 
experimentos realizados en tiestos se observa que la absorción de un elemento contaminante 
es superior a la que se obtiene en campo para una dosis dada del elemento en suelo, por 
tanto N el invernadero, N las cámaras de cultivo deben utilizarse para estimar las curvas de 
acción Desafortunadamente, solamente un pequeño número de los ensayos de campo se 
desarrollaron siguiendo criterios de la "buenas prácticas" en la utilización de biosólidos 
Está claro que en suelos muy ácidos, la planta incrementa la absorción de Zn, Cd, Ni, Mn 
y Co y se incrementa la potencial fitotoxicidad del Cu, Zn y Ni, cuando el pH del suelo es 
aicalino, se incrementa la absorción de Mo y Se, mientras el Pb y Cr no se absorben 
significativamente 
Cuando los cationes metálicos están fuertemente adsorbidos, la concentración del 
metal en la planta respecto a la dosis se aproxima a un meseta, lo que parece indicar que el 
. . 
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elemento contaminante no se transfiere tan fácilmente a la planta. Se debe considerar que 
la comparación entre las dosis de aplicación solamente es válido después del periodo de 
biódegradación rápida de la materia orgánica presente en los biosólidos aplicados. Si las 
dosis aplicadas son elevadas, la adsorción se puede extender varios años debido a la 
formación de subproductos originados por la degradación del biosólido que incrementan 
la difusión del metal y la convección a las raíces. El efecto es más significativo para plantas 
de la familia de l& Poaceae que en otras especies, según Chaney (1 994) debido al papel de 
los fitosi'deróforos. Además, el pH del suelo debe ser el mismo en todas las dosis estudiadas. 
Y por último, la concentración del metal en el biosólido afecta la pendiente de la curva de 
acción de forma que cuanto mayor s e a  la concentración del metal, mayor será la 
fitodisponibilidad (Jing y Logan, 1992). 
, . 
Mc Bride (1995) establece que, aunque la capacidad de adsorción de metales por 
parte del suelo se vea incrementada con la materia orgánica aplicada, la rnineralización de 
ésta a lo largo del tiempo produce el tránsito de los metales a formas más solubles al 
. descomponerse el lodo Si bien no se discute que exista una concentración máxima en 
planta durante la aplicación de Iodos, si se pone en duda que ese valor se mantenga después 
de su adición al suelo ya que la caiitidad disponible de metales se incrementa y manifiesta 
un comportamiento de acuerdo con una isotema de Langmuir. Siguiendo a Chaney (1994) 
la mayoría de los metales traza presentes en biosólidos apropiadamente pretratados no 
pueden causar efectos adversos a humanos, ganado, plantas o medio natural cuando se 
aplican > 1000 MgHa-' . Las limitaciones naturales sobre la absorción de metales y la 
biodisponibiidad, incluyendo la respuesta asintótica, previenen que se alcancen los niveles 
tóxicos Muchos biosólidos tienen baja presencia de diferentes elementos, y sólo unos pocos 
de ellos implican riesgo. El análisis regular de los biosólidos provee suficiente información 
para prevenir de los efectos adversos de los elementos traza sobre la cadena trófica 
2.4.2. Presencia de compuestos tóxicos orgánicos 
En general existen compuestos orgánicos tóxicos en los Iodos en un intervalo de 
concentración de miligramo por kilogramo, por lo que algunos autores no los consideran 
compuestos de riesgo en la aplicación de Iodos (O'Comor, 1994). Este mismo autor 
sostiene que la mayoría de los compuestos orgánicos son fuertemente retenidos en la matriz 
del lodo, por lo que presentan baja disponibilidad para la planta, y en caso de que se 
produjera su acumulación en planta, lo harían en muy baja proporción. 
Debe considerarse que la asociación intima entre los diferentes constituyentes del 
suelo puede determinar el comportamiento adsortivo de los agregados del suelo. Así por 
ejemplo, la presencia de precipitados de hidróxido fémco y materia orgánica sobre 
montmorillonita puede incrementar la superficie especifica del suelo pero reducir la 
adsorción de herbicidas como el thiazafluron (Celis y col., 1997). 
Es importante estudiar la influencia del C orgánico sobre los procesos adsortivos 
de estos compuestos orgánicos a fin de conocer el destino y transporte de los contaminantes 
orgánicos. En la bibliografia consultada se encontraron algunos modelos de 
comportamiento para contaminantes concretos en aguas (Patterson y col., 1996) y suelos 
(Onken y Traina, 1997). 
Pueden identificarse ciertos riesgos para el medio ambiente, sobre todo en el caso 
de compuestos orgánico lipofilicos Entre estos riesgos cabe señalar el consumo humano 
de carne obtenida de animales alimentados por forraje tratado con Iodos; el consumo de la 
biota de los suelos tratados con Iodos por depredadores, y la presencia de seres humano que 
vivan en áreas de acumulación o aplicación de Iodos y se expongan al aire o beban agua o 
coman peces de las aguas superficiales Sin que deban olvidase otro tipo de prevenciones 
en su utilización, por ejemplo, para evitar la ingestión directa del lodo por los niños 
Revisten nesgo los policlomros de bifenilos (PCBs) y otros compuestos orgánicos 
tales como a) dibenzo P-dioxinas cloradas (CDDs) y dibenzofuranos (CDFs) y b) 
surfactantes aromáticos Aunque existen en concentraciones muy bajas (microgramo por 
kilogramo), son extremadamente tóxicos (O'Comor, 1994) 
La utilización de estiércoles y Iodos procedentes de EDAR han revelado 
concentraciones de hormonas esteroides suficientes para afectar al crecimiento de la alfalfa 
y a la trucha, revistiendo nesgo sobre el sistema endocrino humano (Shore y col., 1997). 
La presencia de patógenos en Iodos, y su capacidad de supervivencia despues de la 
aplicación. al suelo, ha sido uno de los inconvenientes que más atención ha recibido. 
También ha sido tema de interés el movimiento de éstos a través de la superficie del suelo 
y las aguas subterráneas. Una de las funciones primordiales de los tratamientos de aguas es 
la eliminación o reducción de las poblaciones de patógenos en Iodos y aguas. Esta 
reducción depende exclusivamente del tipo de tratamiento aplicado y de los organismos 
presentes en e¡ lodo. Generalmente se observan reducciones superiores a un 90%, 
eliminándose sobre todo las bacterias patógenas. Los-vims y parásitos, sin embargo, sólo 
sufren reducciones al 50% durante el tratamiento primario, y algo ligeramente 
. 
superior en el tratamiento secundario (Farrah y ~ i t i o n ,  1990). Para su.eliminación total se 
requiere un tratamiento terciario (Farrell y Stem, 1975). 
.- 
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La USEPA clasifica los Iodos en dos gmpos, según el número de patógenos y 
microorganismos contenidos en los mismos (Angle, 1994). Los iodos clasificados como 
clase A presentan un contenido de coliformes fecales inferior a 1000 po;gramo, menos de 
tres Salmonella sp por gramo; menos de un huevo de lombriz por cuatro gramos y menos 
de un Wus entérico por cuatro gramos. Estos pueden ser utilizados para cualquier finalidad. 
Los residuos clase B presentan un contenido superior de patógenos y pueden ser aplicados 
en suelo, aunque sujetos a numerosas restricciones. 
Los Iodos de clase A se obtienen después de someterlos a tratamiento terciario que 
incluye procesos tales como el compostaje, secado con calor, tratamiento calorífico, 
estabilización alcalina, digestión termofilica, radiación beta y gamma y pasterización. 
La legislación española no contempla esta clasificación pero especifica que deben 
estar exentos de microorganismos infhcciosos, considerándose, si los hubiere, residuos 
tóxicos y peligrosos, con lo que no podrían ser utilizados en agricultura. 
2.5 Usos especiales en la aplicación de biosólidos 
La aplicación de biosólidos en grandes cantidades ha mostrado resultados positivos 
en reforestación, recuperación de suelos degradados, en parques públicos y jardines, así 
como en cultivos hortícolas. 
Su. utilización en bosques es una técnica de eficacia probada para agilizar el 
crecimiento de árboles, principalmente en ejemplares jóvenes, por lo que se recomienda su 
uso en reforestación. (Cole y col., 1986; Henry y col., 1993). Además de su efecto 
. beneficioso sobre los plantones, destaca la mejora de'calidad del suelo que incide sobre la 
vegetación de la zona. En principio este efecto podría tener carácter beneficioso, sin 
embargo, es un hecho demostrado que la aplicación de biosólidos en grandes dosis 
incrementa sustancialmente el contenido enNO; de las aguas subterráneas (Riekirk y Cole, 
1976; Vogt y col., 1980). Tampoco están descritos en la bibliografía, los efectos de los 
biosólidos sobre los individuos del ecosistema, en los que habría que incluir . los . 
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microorganismos del suelo, plantas y animales. 
. - 
Debido a las características geográficas, las zonas de uso público, 
independientemente de que sean áreas residenciales o recreativas, son excelentes candidatas 
para la aplicación de Iodos al suelo. Generalmente, se trata de zonas próximas a los núcleos 
urbanos, donde la vegetación suele ser escasa e insuficiente y la existente no está destinada 
al consumo humano Los Iodos han sido utilizados en los campos de golf durante años y 
entre los beneficios podemos destacar el incremento de fertilidad de suelo y del pH, la 
mejora de la retención hídnca y la estructura del suelo, el aumento de la actividad 
microbiana, la disminución de las poblaciones de nematodos y el reverdecimiento de la 
pradera Su uso ha permitido recuperar antiguos vertederos como parques públicos, formar 
praderas uniformes y duraderas incluso en zonas de mucho tráfico, a bajo coste, establecer 
y mantener árboles y otras especies en las medianas de las carreteras y promover la 
vegetación a fin de disminuir las pérdidas por erosión o acidez del suelo (Palazzo e 
Iskandar, 1994) 
Los biosólidos han sido uti1i.iados en recuperación de suelos degradados en zonas 
de antiguas minas. Daniels y Haering, (1994) discutieron la utilización de materiales , 
biosólidos, originados a partir deuna mezcla de astillas y Iodos compostados, estabilizados 
anaeróbicamente en la recuperación de una antigua zona de íninas en la región de los 
Apalaches centrales. Después de cinco años de proyecto, los resultados indicaron que el uso 
de biosólidos para este fin no tenía porque comportar ningún riesgo medioambiental, 
. . 
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siempre que éstos fieran aplicados correctamente, y tanto el suelo como la vegetación y el 
agua de los alrededores fuera controlada exhaustivamente después de la aplicación. Si 
recalcaron la necesidad de optimizar las posibles mezclas de residuos a emplear, así como 
las pérdidas de N. Aunque en su caso no se produjo movimiento neto de nitratos en aguas .. 
subterráneas y superficiales de los alrededores, si contemplar'on pérdidas netas de N desde 
la superficie del suelo. 
. . 
Con relación a los efedos beneficiosos ~. inducidos . . por los biosólidos compostados 
. . 
sobre cultivos horticolas, pueden encontrarse numerosos ejemplos en la bibliogr&a. ~ a "  
sido ampliamente utilizados como sustitutos de la turba en la produccióri de plántulas, para 
plantación de exterior en paisajismo y como capa superior en praderas (Sanderson y Martín, 
1974; Gouin y Walker, 1977; Gouin, 1985; Nelson y Crafi, 1992). La respuesta del cultivo 
es típicamente positiva; puede ser significztivamente superior a la esperada en base a los 
índices de mineralización encontrados (Hoitink, 1994). 
La. supresión de enfermedades causadas por patógenos y por microorganismos 
presentes en la rizosfera perjudiciales para el crecimientoe explica en parte la mejora 
encontrada en el vigor de la planta (Hoitink y col., 1993). Entre ot!os efectos beneficiosos 
podemos citar la mejora de calidad del fmto (Vogtmam y col., 1993), el incremento en 
número de flores en cultivo ornamental (Logan y col., 1984) y la mejora en la supervivencia 
de plántulas. 
La presencia de patógenos puedecausar problemas en la utilización de compost en 
el cultivo de hortícolas, especialmente cuando el sistema de compostaje no ha podido 
mantener temperaturas superiores a 65" C. Esto es debido a que el elevado contenido 
orgánico disponible, permite a los patógenos volver a colonizar los compost que ya han sido 
previamente tratados (García y col., 1991), lo que causa problemas durante su utilización, 
como la alelopatia. 
Se denominan agentes aleloquímicos aquellas sustancias que, producidas por una 
especie, afectan al füncionamiento de organismos de otra especie (~arceló  y col., 1988). 
La alelopatia que representala inhibición de un microorganismo por otro, se incrementa en, 
hábitats ricos en nutrientes como es el caso de un compost pobremente estabilizado. Por 
ejemplo, el contenido de glucosa en compost fresco controla el crecimiento de la 
tSulrnonella, y ejerce un control biológico sobre otros patógenos de la planta (Burge y col., 
1987). La influencia de la materia orgánica sobre los agentes de control biológico de la 
expresión genética necesita ser estudiado y los sistemas de compostije deben ser capaces 
de proveer condiciones óptimas alos procesos de tratamiento para evitar los problemas de 
recolonización de patógenos (Hoitnik, 1994). La disponibilidad del carbono, 
específicamente los niveles de descomposiciónorgánica, predicen la composición de las. 
especies microbianas presentes en compost 
Las aplicaciones de los biosólidos se vienen realizando utilizando valores relativos 
a las turbas, y no a las necesidades reales de los cultivos. Por lo que no es de extrañar que 
cuando los biosólidos se utilizan en cantidades elevadas de compost, como es el caso de los 
' 
semilleros, se produzcan enfermedades en plantas que pueden ser agravadas por el exceso 
de N. Es el caso de la acción de la Phyrophthora y otras bacterias que producen manchas 
en las hojas. wmpost pueden potenciar esas enfermedades porque predomina la forma 
de. N liberada como amonio preferida por estos microorganismps (Hoitink, 1994): 
Finalmente, hay que recordar que la salinidad es otro factor que debe ser considerado. 
3.1. Materia orgánica 
El término materia orgánica del suelo generalmente se empleado para denominar los 
constituyentes orgánicos del suelo, excluyendo plantas caídas y tejidos animales. Incluye, . 
por tanto sus productos parcialmente descompuestos y la biomasa del suelo (Stevenson, t 
1982). Este término comprende: materiales identiíicables de alto peso molecular, tales como 
proteínas y polisacándos; sustancias simples como azúcares, aminoácidos y otras pequeñas 
moléculas, y por último, las sustancias húmicas. 
Aiken y col. (1985) definen a las sustancias húmicas como "unacategoría general 
de sustancias orgánicas heterogéneas, biogénicas de aparición natural tanto en medios 
terrestres, como acuosos y pueden ser caracterizadas como de color amarillo-marrón a 
negro, de elevado peso molecular y refractarias". 
Stevenson (1994) las conceptúa como "una serie de sustancias de peso molecular 
relativamente . .  elevado, de wloración amarillo a negra formadas por reacciones secundarias 
de sintesis y que pueden ser caracterizadas por presentar grupos funcionales ricos en 
oxígeno, principalmente carboniios, pero también gmpos fenólicos y enólicos, alcohólicos 
y quinonas". E1 término es usado como nombre genérico para describir el material 
coloreado o las fracciones obtenidas en base a sus características de solubilidad. Estos 
materiales son distintos en suelos o sedimentos a los biopolímeros que constituyen 
microorganismos y plantassuperiores, incluyendo la lignina. 
Dada su complejidad química, el fraccionamiento ha sido el método más utilizado 
para caracterizar las sustancias húmicas. Como consecuencia han sido numerosas las 
fracciones aisladas a partir de las sustancias húmicas, auque so10 tres han permanecido 
invariables con el transcurso del tiempo: los ácidos húmicos, los ácidos fúlvicos y la humina. 
Los ácidos húmicos se conceptúan como "la &acción marrón oscura soluble en álcali 
diluido y otros reactivos y que es insoluble en ácido diluido, a pH menor de 2" La fracción 
ácido fülvico es aquella "soluble tanto en medio ácido como básico, denominándose ácidos 
fúlvicos genéricos al material coloreado en la fracción ácido fúlvica" Por último, la hurnina 
es "aquella fracción insoluble en álcali" 
En aguas naturales se aceptan los conceptos de TOC (Total Organic Carbon), 
referidos a la cantidad total de materia orgánica presente y DOC (Disolved Organic Carbón) 
que excluyen las formas de materia orgánica en partículas. La mayor parte de los estudios 
de caracterización de las sustancias húmicas acuáticas se han centrado casi exclusivamente 
en la fracción disuelta, que puede ser dividida en seis fracciones; fracciones hidrofóbicas 
ácido, básica y neutra y fracciones hidrofilica ácida, básica y neutra, siendo las sustancias 
húmicas el componente mayoritario dela fracción ácida hidrofóbica (Leenheer, 1981). El 
carbono orgánico suspendido, muy importante en las denominadas aguas negras donde la 
concentración de sustancias húmicas es muy elevada, está poco caracterizado por lo que 
seria conveniente estudiarlo en profundidad (Aiken, 1985) 
. . 
Frecuentemente se utiliza el término sustancias húmicas a otros materiales orgánicos 
de naturaleza no específica. Es el caso de los extractos de Iodos, compost y estiércoles que 
conforme a las definiciones operacionales de las sustancias húmicas son a menudo 
. , 
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asimiladas como tales, aunque no debe entenderse que son idénticas a las sustancias 
húmicas reales. De todas formas, también se trata de materiales compuestos de mezclas 
complejas de sustancias orgánicas y como consecuencia presentan las mismas dificultades 
de caracterización que las del suelo. Se debe considerar que con el tiempo pueden 
transformarse en reales, aunque algunos autores se resistan a definirlas como sustancias 
húmicas, sólo, por el hecho de que sean mezclas orgánicas complejas (Mac Carthy y col., 
1990). 
3.2 Origen de las sustancias húmicas 
Según Hayes (1992), no existe evidencia de que la sintesis de las sustancias húmicas 
sea controlada por factores genéticos o biológicos. La secuencias de las moléculas que se 
. . 
asocian para componer la estructura primaria de las macromo~kcu~as carece de regularidad. 
Igualmente son invariablemente aleatonos los enlaces intra e intermoleculares que tienen 
lugar en las sustancias húmicas para formar las estructuras terciarias y secundarias, o la 
asociaciones que pueden producirse entre estas sustancias y otros materiales orgánicos e 
inorgánicos presente en el medio ambiente. De aquí, que no se pueda aplicar un criterio 
estructural como el utilizado en las proteínas. 
Por el contrario, no parecen existir dudas respeceto a que las sustancias húmicas se 
,originan a partir de un número variado de precursores con numerosos procesos químicos 
y biológicos. La presencia en las macromoléculas húmicas de componentes atribuibles a las 
ligninai no implica que estas macromoléculas surjan d i r k e n t e  a partir de modificaciones 
degradativas de  la lignina. Hayes (1992) asume que es igualmente probable la 
', 
recombinación mediante procesos de síntesis biológica o química, bien de fragmentos de 
la lignina, como de compuestos moleculares liberados a partir éstas. A causa de la 
naturaleza heterogénea de los sustratos y de los procesos de síntesis, es posible que dos 
moléculas distintas se produzcan simultáneamente; por lo que es importante considerar la 
1 .  
existencia de mezclas para una posterior caracterización de las sustancias húmicas. 
Los mecanismos de formación de las sustancias húmicas de aguas superficiales no 
son tan conocidos como los que originan las sustancias húmicas del suelo. Malcolm (1985) 
las recoge en cinco teorías. 
La primera de eUas admite que las sustancias húmicas en aguas superficiales no son 
más que ácidos íülvicos del suelo que han sido lWviados o erosionados Una segunda teoría 
próxima a ésta, menciona que los mismos procesos que controlan la formación de las 
sustancias húmicas en suelos lo hacen en medios acuosos para originar las sustancias 
húmicas acuáticas La tercera teoría indicada por este autor especula con la posibilidad de 
lixiviación de ácidos ñílvicos del suelo en estados iniciales de humificación, para ser 
posteriormente modicados y transformados mediante procesos de humificación de los que' 
resultan sustancias húmicas propias del medio acuático Una cuarta, postula que las 
sustancias húmicas en aguas superficiales se forman mediante un único proceso de 
humificación, por condensaciones y polimerizaciones de compuestos húmicos exclusivos 
del medio acuático La quinta y última teoría, sostiene que los ácidos húmicos están 
formados por procesos continuos de polimerización para formar unidades moleculares 
mayores de ácidos ñílvicos que son denominados ácidos húmicos 
3.3. Métodos para la extracción de las sustancias húmicas 
Dada la complejidad estructural de la materia orgánica, es importante la elección de 
un método de extracción que permita aislar la totalidad de las sustancias húmicas, libres de 
contaminantes inorgánicos y sin la alteración del material original. Además, el método debe 
ser aplicable a todos los suelos (Stevenson, 1994). 
Whithehead y Tinsley (1964) prop"sieron cuatro criterios para la elección de un, 
disolvente; El primero de ellos era que debía mostrar una elevada polaridad y'constante 
dieléctrica que ayudara a la dispersión de las sustancias húmicas. Por otra parte, el tamaño 
molecular debería ser pequeño, de forma que -le permitiera penetrar en las sustancias 
. . 
húmicas, romper los puentes de hidrógeno y proveer grupos alternativos suficientes a fin 
de para solvatarlos. Finalmente, sena procedente que fuera suficientemente hábil para 
inmovilizar los cationes metálicos. 
De acuerdo con las características descritas para un método de extracción y 
disolvente "ideales", en la tabla 2 se resumen los métodos de extracción más utilizados. 
El agua es un excelente disolvente, cuando los gmpos acidos de la macromolecula 
están disociados y las estructuras expandidas permiten la solvatación de las base conjugadas 
de los grupos acidos. Esta disociación está mejor acompañada con el uso de una base fuerte 
en solución acuosa. La extracción alcalina es uno de los métodos más extendidos, 
especialmente con soluciones de NaOH o N%CO, O, 1 o 0,5 M y en una relación suelo 
, extractante 1 :2 o 1 :S g/mL. Entre los inconvenientes encontrados en la utilización de este 
extractante, el p&cipal es la autoxidación de aigunos constituyentes orgánicos producid6s 
.en contacto coñel aíre, que se puede solventar con la presencia de un gas inerte. Otro 
Tabla 2 Reactivos utilizados para la extraii6n de las 
sustancias húmicai d t u y e n t e s  del suelo (Stevenson, 1994) 
Extractante Materia orgánica 
extraida (%) 
Bases fuenes 
NaOH 
Na,CO, 
80% aprox 
30% aprox 
Sales neutras 
NqP,O,, NaF, orgánicas 30% aprox 
sales Bcidas 30% aprox 
Quelatos orgánicos 
Acetilacetona 30% apmx 
Cobrefem5n . 30% aprox 
8-hydroxiquinolina 
Bcido f6nnico 55 % aprox 
Soluci6n de acetona H,O - HCI 20 % aprox 
factor a considerar es la condensación producida entre aminoácidos y gmpos carbonilo de 
los amcares reductores o quinonas para formar compuestos de tipo húmico que no se 
encuentran originariamente. 
~ a n t o  el Na,P,O, como otras sales neutras son extractantes muy apropiados para 
aislar la matena orgánica floculada o que se presenta insoluble por la formación de 
compuestos de coordinación con iones como el Ca". Si bien la cantidad de materia orgánica 
extraída es mucho menor que con la NaOH, se producen menores modificaciones químicas . 
del material húmico extraído 
Entre las ventajas demostradas por el resto de los extractantes enunciados, destaca 
el ácido fórmico anhidro y los disolventes dipolares apróticos, por ser compuestos muy 
polares que no presenta oxidación, ni propiedades hidroliticas, pero se solubilizan también 
grandes cantidades de Ca, Fe y Al y otos compuestos inorgánicos que no están asociados 
a la materia orgánica. Estos se consideran como los mejores disolventes para la disolución 
de las sustancias húmicas (Hayes, 1985). 
El método más utilizado para aislar y concentrar las sustancias húmicas acuáticas 
fue descrito por Aiken (1985) y se basa en la adsorción de las sustancias húmicas 
procedentes de una muestra de agua, previamente acidificada, a través de una columna con 
resina XAD-8 para ser posteriormente eluidas con una base diluida Este método, sin 
embargo, presenta algunos inconvenientes que han sido comentados por el mismo autor 
(Aiken, 1988). 
Uno de estos inconvenientes es la dependencia del fraccionamiento, tanto del 
volumen de solución analizada como de la concentración de materia orgánica en la muestra, 
estableciéndose el rango óptimo de concentraciones 2-10 mgC.L-'. Otro de los problemas 
encontrados es el posible solapamiento de las fracciones, especialmente las definidas como 
fracciones hidrofóbicas neutras que pueden interaccionar con la resina. Esta adsorción no 
depende del pH y estas fracciones pueden ser recuperadas con los ácidos hidrofóbicos 
débiles durante la elución con base. Además, las sustancias de tipo ñílvico que presenten 
bajos contenidos en gmpos aromáticos, no son retenidos pór la resina ~ b - 8  y se
recuperan en la fiacción hidrofilica ácida. Cuando la concentración de ácidos hidrofóbicos ' 
débiles en el eluato de la resina es elevada, los ácidos pueden interaccionar y solubilizar 
alguna de las fracciones hidrofóbicas neutras, incorporándose al producto final. Para 
. , inn 
terminar con las desventajas de este método hay que indicar los problemas de 
contaminación derivados de la resina, particularmente serios cuando la concentración de 
DOC en la muestra es baja 
3.4. Características estructurales de las sustancias húmicas 
Existen numerosos modelos estructurales para representar las sustancias húmicas, 
- 
todos ellos basados en estudios sobre su composición elemental, grupos funcionales, 
productos de degradacióq datos espectroscópicos y propiedades íisicoquimicas (Stevenson, 
1994) El uso de estos modelos permite la representación media de las propiedades de los 
ácidos húmicos y fúlvicos, la formulación de nuevas estmcturas hipotéticas e ilustrar los 
mecanismos de enlace de los iones metálicos 
Han sido numerosos los autores que han propuesto fórmulas estructurales para 
ácidos húmicos (Fuchs, Dragunovs, Flaig Steelink, Schulten y Schnitzer,) y ácidos fúlvicos 
(Schnitzer, Buffle) todos ellos recogidos por Stevenson (1994) Se indicam a continuación 
aquellos factores que según este autor deben tenerse en cuenta a la hora de plantear un 
modelo 
La presencia de anillos aromáticos es importante en las estructuras de las sustancias 
húmicas, en especial en los ácidos húmicos, pero las cadenas alifáticas son más importantes 
. . 
de lo que se pensaba en estudios anteriores. Dos terceras partes de los componentes 
'moleculares de los acidos filvicos pueden ser ashilados a estas estructuras. En general, las 
sustancias húmicas de origen acuático presentan un mayor carácter alifático que las 
presentes en suelos. . . 
Los acidos húmicos y fúlvicos comparten algunas características comunes, pero 
existen significativas diferencias entre ellos Los acidos fúlvicos presentan un menor tamaño 
molecular, un contenido de O más elevado, menores contenidos de C y además, contienen 
más gmpos funcionales ácidos, particularmente carboxílicos Otra importante diferencia es 
la asociación de los oxígenos Mientras que en los ácidos fúlvicos suelen asociarse a grupos 
funcionales como carboxilos, cetonas o alcoholes, una elevada proporción de los oxígenos 
presentes en los ácidos húmicos lo hacen como componentes estnicturales de núcleos, tales 
como enlaces éteres o ésteres. 
Los ácidos grasos y las largas cadenas hidrocarbonadas son estructuras que parecen 
ser componentes de algunos, pero no todos, los ácidos húmicos y fúlvicos. La presencia de 
estos grupos puede contribuir a las características hidrofóbicas de las sustancias húmicas. 
Las estructuras cíclicas condensadas, . . aunque presentes bajo condiciones 
determinadas no parecen contribuir de forma prominente a las características de los ácidos 
húmicos y fúlvicos. 
La utilización de modelos facilita la comprensión de los mecanismos, que involucran 
a las sustancias húmicas, pero son estrictamente deducidos a partir de datos experimentales, 
y a veces no pueden ser propagadas para formular otros modelos. Estos modelos son útiles 
cuando corresponden a estructuras que puedan ser conocidas. Recientemente, Schulten 
(1996), ha propuesto un modelo tridimensional para ácidos húmicos en sistemas acuáticos 
y terrestres a partir de datos de espectroscopia de masas acoplada a pirólisis (Py-FIMS) y 
pirólisis con cromatograña de gases acoplada a espectroscopia de masas (Py-GCíMS), con 
la posterior optimización geométrica y molecular de los complejos húmicos con metal, 
usando el programa informática HyperChem para determinar, entre otros factores, las 
conformaciones de menor energía y los enlaces de H inter e intramoleculares. 
3.5. Caracteristicas químicas de las sustancias húmicas 
Las características químicas de las sustancias húmicas varían mucho dependiendo 
de factores tales como su origen, forma de extracción y posteriores operaciones de 
 accionam miento y purificación. A pesar de eUo, las similitudes entre las diferentes sustancias 
húmicas son más pronunciadas que sus diferencias. De hecho, estas semejanzas permiten 
su identificación en una clase. Los métodos más comunes de caracterización de las 
sustancias húmicas son la composición elemental y la determinación de sus grupos 
funcionales. 
El análisis elemental es con probabilidad, el instrumento más utilizado en la' 
caracterización de las sustancias húmicas, aunque la mayona de las preparaciones 
corresponden a mezclas de muchos componentes. Por esta razón, el análisis elemental no 
- provee información relacionada con su fórmula molecular, sino que establece un criterio 
comparativo entre las diferentes sustancias humicas.de diferentes medios (Huffman y 
Stuber, 1985). Una manera de expresar la información sobre la composición elemental de 
las sustancias húmicas utiliza las relaciones atómicas entre OIC y WC y fue aplicada a 
ácidos húmic0s.y fiílvi~os'~or Visser (1983). 'ES importante indicar,que sólo se pueden 
comparar resultados obienidos a partir de sustancias a las que se hayan sometido a los 
mismos procedimientos de extracción, fraccionamiento y purificación, ya que éstos pueden 
modificar los valores finales del análisis elemental   tev ven son, 1994) 
3 
Se han descrito una amplia variedad de grupos funcionales en las sustancias a 
húmicas, incluyendo grupos carboxilicos, fcnólicos, enólicos, quinonas, hidroxiquinonas, 
lactonas, éteres y alcohólicos; siendo empleadas en su caracterización prácticamente la ,S 
totalidad de las técnicas analiticas instrumentales conocidas, aunque la mayoría de ellas se :di 
han basado en la naturaleza ácida de las sustancias húmicas (Schnitzer, 1972). 
. . 
.í 
Por razón de la complejidad estructural de las sustancias húmicas, los grupos ácidos 
pueden solaparse, por lo que los resultados cuantitativos deben ser considerados con 
precaución. Existen otros problemas en la determinación cuantitativa de estos gmpos, como 
la insolubilidad de los materiales, particularmente los ácidos húmicos en agua y en la 
. . 
mayoría de los disolventes orgánicos; los procesos de oxidación-reducción; la interacción 
con la mayona de los reactivos; y la ausencia de reacciones estequiométncas. Estos 
problemas pueden paliarse con la utilización de métodos espectroscópicos. 
Los métodos espectroscópicos en las diferentes regiones del espectro 
electromagnético re-ltan muy atractivos cuando son aplicados al estudio de las sustancias 
húmicas debido a que son métodos no destructivos, que requieren una pequeña cantidad de 
muestra y la mayoría de ellos son sencillos en su manejo. Se diferencian los métodos de 
caracterización que utilizan radiación de alta energía y los que se basan en la radiación de 
baja energía. 
En los primeros se incluyen la espectroscopia a) de absorción ultravioleta visible, 
b) de infrarrojo, c) Raman d) de fluorescencia, e) fotoelectrónica de rayos-X y f) 
Mossbauer Todas ellas han sido detalladamente revisadas por Bloom y Leenheer (1989), 
Stevenson (1994) y MacCharthy y Rice (1985) Entre los métodos espectroscópicos 
basados en la radiación a baja energía se pueden citar la espectroscopia de resonancia 
magnética nuclear (Wershaw, 1985; Steelink y col, 1989 Wilson, 1989, Wilson, 1990) y 
la resonancia de spin electrónico (Senesi y Steekink, 1989) 
A continuación describiremos la composición elemental de las sustancias húmicas 
del suelo y sistemas acuáticos, y realizaremos un estudio comparativo de éstas con las 
características químicas de las sustancias húmicas provenientes de Iodos. 
3.5.1. Sustancias húmicas del suelo 
Las composición elemental media de las sustancias húmicas del suel6 está indicada 
en la tabla (Steelink 1985). Los ácidos húmicos contienen mayor porcentaje de C, y menos 
grupos funcionales con oxígeno que los 
- ~ 
Tabla3 Composición elemental media de las sustancias ácidos fúlvicos, del tipo de húmicas en suelos (Steelink. 1985) 
suelo, por término medio se le asigna una 
Elementos Ácido húmico Ácido ñilvico 
acidez total a los ácidos fúlvicos de 890- 
o------- 
1420 cmol;Kg", bastante mayor que la 
Carbono 53,8-58.7 40,-50,6 
correspondiente a ácido húmicos (485- 
Hidrógeno 3.2-6.2 3,8-7.0 
Oxígeno 32.8-38.3 39,749.8 870 cmol;Kg-l), siendo los grupos 
- 
Nitrógeno 0 ,843  0,9-3.3 fenólicos los que más contribuyen a la 
Azufre 0,l-1.5 0,l-3,6 naturaleza ácida de estas sustancias. La 
concentración de los grupos funcionales 
ácidos en ácidos fúlvicos parece ser 
sustancialmente mayor que en otros polielectrolitos orgánicos presentes en la naturaleza. 
(Stevenson, 1985). 
La relación EJE,, cociente entre los valores de absorbancia a 465 nm y a 665 nm, 
es menor de 5 se trata de u" ácido húmico de suelo, mientras que para ácidos fúlvicos se 
encuentra entre 6,O y 8,5 (Schnitzer, 1981). 
Figura 1 Espechos infrarojo de un 4cido fúlvico wnstiniyente del suelo de una pradera (Stevenson, 1984) A) 
preparación del coloide no ionizable B) componente dializable 1 c) 
Stevenson y Goh (1971) clasificaron los espectros de IR para'sustancias húmicas 
del suelo en tres tipos generales, mientras que Kumada (1987) realizó una segunda 
clasificación más elaborada. Los espectros típicos de los ácidos fúlvicos y húmicos de suelos 
pueden verse en las figuras 1 y 2, donde se aprecia la similitud entre ellos. La diferencia 
principal se encuentra en la banda a 1720 cm", considerablemente mayor en ácidos fúlvicos, 
debido a la concurrehcia de un mayor número de grupos carboxílicos. ~ a h b i é n  se aprecian 
diferencias en la banda a 1600 cm-' centrada a mayor frecuencia en los acidos fúlvicos. 
-. 
Figura 2 Espectros h&amojos de Bcidos htimicos para dierentes fuentes (Stevenson , 1994) A) Mollisol; B) 
lignita de Dakoui del Norte (leonardita) C) horizonte B de un Spdosol D)Lago Mud, Florida E) sal sbdica del 
espectro A. 
3.5.2. Sustancias húmicas en aguas superficiaies 
Debido a la exte~sión y heterogeneidad de los sistemas acuáticos, en el apartado 
que ahora nos ocupan sólo se describirán las características químicas de las sustancias 
húmicas constituyentes de la materia orgánica en aguas continentales superficiales, en 
concreto lagos, sin considerar otros ecosistemas, como acuíferos, marismas o estuarios 
El análisis elemental medio obtenido para ácidos humicos y fúlvicos de sedimentos 
de lago se exhibenen la tabla 4. Estos valores están dentro de los rangos atribuidos a 
suelos. 
Ishiwatari (1985) describió 
Tabla 4 Valores medios de la kmposición elemental de las 
sustancias húmicas origjnaias de sedinientos de lago los valores para EJE,, se encuentran 
(Ishiwatari, 1985). 
. . entre 5,l-6,3 para los ácidos húmicos 
Elementos Acido húmico &do fiilvico . y 24-26,8 para los ácidos fúlvicos. 
--% --- Los espectros de UV-visible de las 
. . 
Carbono 52,05 S , 6 1  44,981 3,90 sustancias' húmicas asociadas a los 
. ' Hidrógeno 5,67* 0.65 5,12* 1.24 sedimentos ' de lago indican la 
0xiieno 36,55+ 4.27 42,27*4,69 existencia de trazas de clorofila y 
7,63M,56 ' . . ' Niwógeno - 563 * 1.08 
otros pigmentos como carotenos, que 
no pueden eliminarse ni con. la 
extracción de disolvente orgánicos, ni con filtración sobre gel (Povoledo y col., 1975) 
Los espectros de iR de los ácidos húhicos procedentes de muestras de diferentes 
lagos, son bastante similares, indicando una- similitud de las características químicas 
estmcturales que están relacionadas con sus absorciones en el IR, especialmente en la 
presencia de grupos funcionales que contienen oxígeno y en el carácter aromático. Los 
estudios de hidrólisis de las características en elJR de los ácidos humicos muestran una 
banda de absorción á 1540 cm", probablemente debida a los enlaces peptídicos. De acuerdo 
con los datos recogidos parece existir evidencia de presencia de estructuras aromáticas 
. . 
(Ishiwatari, 1967). 
Los ácidos fúlvicos, por el'contrario, no presentan un comportamiento tan 
homogéneo en la región del Infrarrojo como el descrito para los ácidos húmicos, 
probablemente como consecuencia de la dificultad para aislar los materiales inorgánicos y 
a la existencia de otros materiales orgánicos en la fracción (Ishiwatari, 1985). Sin embargo, 
los ácidos fúlvicos muestran esencialmente las mismas bandas de absorción que caracterizan 
. . 
los ácidos húmicos, a excepción de la banda del gmpo carboxilo que aparece a 1740 cm" 
. . . . ~ -. - 
. . . . 
para los ácidos fúlvicos y a 1720 cm-' para los húmicos. 
3.5.3. Caiacterísticas quimicas de los ácidos fúlvicos y húmicos procedentes de 
Iodos y enmendantes de suelos 
Las fracciones húmicas y filvicas obtenidas a partir de Iodos muestran algunas 
características químicas y estructurales diferentes, en comparación con las sustancias 
húmicas derivadas del suelo Entre ellas se incluyen mayores contenidos de N y S, así como 
mayor presencia de los componentes alifáticos que en las sustancias húmicas del suelo Por 
el contado, las sustancias húmicas procedentes de Iodos disminuyen la acidez total y se 
presentan con frecuencia asociadas a proteinas y materiales alifáticos que son claramente 
definidos por los espectros de infrarrojo 
A)  cido os fúlvicos 
Las fracciones filvicas obtenidas a partir de Iodos originados en plantas de 
t ra tkento como puede verse en la 
tabla 5, muestran las siguientes Tabla 5 Valores medios para la composici6n elemental de las 
sustancias húmicas procedentes de iodos (Boyd y Sommers, 
diferencias respecto el contenido 1990) 
elemental de los ácidos fúlvicos de Elementos Acido hiunico Acido Fúlvico 
. . 
suelo: contenidos de S que pueden O,$ 
alcanzar valores 20 o 40 veces ca,b, 52,20 40,8 
superiores a los valores medios Hidrógeno 7,2 6 6  
presentados en suelos; una relación Oxigeno 36,52 42,3 
H/C mayor que indica mayor Nitrdgeno 8,78 2 , s  
proporción de componentes 8,2 
~ a t i c o s ,  y una relación CM menor 
que ha sido atribuida a un contenido superior de productos procedentes de la 
descomposición de proteinas (Boyd y Sommers, 1990). 
Según Schaumberg y wl., (1982) la principal característica que distingue la fracción 
fúlvica de un lodo es su elevado contenido en S encontrado mayoritariamente como éster 
sulfato orgánico (69%). 
- '  De acuerdo con.datos aportados por Riffaldi (1982), l a  acidez de los grupos 
. . 
. . 
&xüicos para los ácidos F ~ I M C ~ S  presentes en Iodos es significativaniente más baja que - . -. 
para los &idos fúlvicos del suelo. Los espectros Ultrivioleti visible son cualitativamente 
similares. ~a relación E4/E6 es inferior a la de 16s ácidos fúlvicos del suelo, pero próxima . 
' 
a los límites superiores encontrados en los ácidos húrnicos del suelo, con valores próximos 
a 6. La interpretación convencional, basada en que las menores relaciones E4/E6 presentan 
estructuras más condensadas, no es aplicable en este caso porque la relación WC indica que 
los ácidos fúlvicos de suelo son más condensados que los presentes en Iodos @oyd'y 
Sommeri, 1990): 
La figura 3 muestra el espectro de IR para la fracción fúlvica de tres Iodos 
e s t a b i i o s  anaeróbicamente, 4 Él y C (Sposito y col., 1976) comparado con el espectro 
de IR de un ácido fúlvico extraido de una turba de Rifle D (Stevenson y Goh, 1971). 
Figurn 3 Espectro de IR de las fracciones filvicas de tres Iodos estabilizados Gaeróbicamente (a, bl y c)  y de 
suelo (d). (Eioyd y Sommers, 1990). 
WAVENUMBER cm-' 
-. . - .. Enel'&pariado correspondiente a caracterización de sustancias fúlvicas del suelo ..- - 
- 
(3.5.1) se han descrito las bandas de absorción más importantes en el espectro de infrarrojo: 
absorción a 2940 cm-' producida por el alargamiento del enlace C-H de los grupos 
Uaticos; bandas debidas a los p p o s  C=O del carbodo y de las amidas 1740 y 1650 cm"; 
y por último el alargamiento del enlace C-O de los polisacáridos a 1540 cm". 
Las principales bandas que diferencian a las íiacciones fiilvicas procedentes de Iodos 
de las extraídas de suelo son las bandas a 1360, 1160,880 y 580 cm-'. Las bandas a 1360, 
1160 y 580 fueron asignadas a los grupos sulfónicos (Sposito y Holtzclaw, 1982). 
B) Ácidos humicos 
Boyd y col., (1980) y Rifaldi (1982), caracterizando acidos húmicos extraídos de 
distintos Iodos, encontraron que el 17% del C orgánico presente en el Iodos correspondía 
a la fracción húmica, y que estaba distribuida de forma equivalente entre los acidos húmicos 
y fúlvicos. 
Comparativamente, respecto a las características químicas de los ácidos húmicos del 
suelo, los ácidos húmicos procedentes de Iodos presentan aproximadamente el doble del 
contenido de N y como resultado se disminuye la relación C/N en un 50%. El elevado 
contenido de N del lodo, posiblemente sea debido a la asociación de productos 
descomposición de las proteínas (Eloyd y Sommers, 1990). La relación WC disminuye con 
relación a los ácidos húmicos del suelo, lo que sugiere estructuras menos condensadas. La 
fracción húmica de los Iodos cóntiene muchos menos grupos carboxílicos, manifiesta una 
menor acidez total y una relación E,/E, menor que la indicada para ácidos húmicos del 
suelo. 
La figura 4 muestra el espectro de IR obtenido para un ácido húmico extraído de 
un lodo estabilizado anaeróbicamente (d), después 2 y 14 meses de haber sido añadido a un 
suelo agrícola (b) y (c) respectivamente, comparado con un ácido húmico extraído de un, 
suelo (a). El espectro del ácido húmico procedente del lodo muestra dos bandas intensas 
a 1650 y 1520 cm.' correspondientes a las bandas 1 y 11 amidas originadas a partir de 
materiales proteicos; y otras 'dos-bandas intensas a 2850 y 2950 cm-' debidas al 
alargamiento de los grupos CH Este espectro de IR sugiere que la fracción ácido húmico 
obtenida de un lodo tiene asociado un alto contenido de proteínas y materiales alifáticos, 
como grasas y ceras (Boyd y Sommers, 1990, Riffaldi, 1982; González-Villa y Martín, 
1985), resultados que han sido confirmados por I3C-NMR (González-Via y Martin, 1985). 
WAVENUMBER (CM-') 
4. INTERACCIONES DE LA MATERIA ORGANICA CON LOS IONES 
METÁLICOS. 
. . 
4.1 Importancia de la quelación 
cabria afirmar que cualquier aspecto de la química de los elementos metálicos en 
suelos está relacionada con la formación de complejos . estables . con lasmoléculas orgánicas. 
Aunque la mayor parte de los elementos metalicos en suelos se presentan precipitados o -. 
fetinido? por las ircillas y coloides húrnicos, la solubilización de cationes presenta gran 
. . 
importancia, pues la formación de wmplejos metal-?ateria orgánica puede tener diferentes 
. , 
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efectos. Debido a la importancia del tema existen numerosas revisiones que estudian las 
. . 
reacciones de los metales traza con la materia orgánica (Bloom, 1981; Chen y Stevenson, 
1986; Sposito y Page, 1984; Stevenson, 1986; Stevenson, 1991; Stevenson y Ardakani, 
1972; Stevenson y Fitch, 1986). 
La principal consecuencia de estas reacciones es la actuación de las sustancias 
orgánicas como transportadores de elementos traza en la solución del suelo incrementando 
su disponibilidad en este medio También, pueden aumentar la solubilidad de componentes 
del suelo que en un principio son insolubles, como es el caso de la solubilización de fosfatos 
minerales procedentes de fosfatos insolubles a través de la complejación de Fe y Al en 
suelos ácidos y del Ca en suelos calizos. 
Los agentes acomplejantes naturales son de suma importancia en el transporte de 
elementos a otros ecosistemas, tales como lagos y nos Existen estudios sobre la deposición 
ácida implica a las sustancias orgánicas en la solubilización del Al desde el suelo hasta las 
aguas naturales. 
La figura 5 describe de forma esquematizada estas reacciones. Los elemenios 
metálicos presentes en la solución del suelo se encuentran como complejos orgánicos 
solubles (MCh,), y especies inorgánicas cargadas Se ven directamente influidos por la 
acción de los microorganismos y plantas superiores 
Centrándonos en la infiuencia de la formación de complejos sobre la nutrición de la 
planta y atendiendo al tipo de enlace, los metales pueden clasificarse en tres grupos 
(Stevenson, 1994). En primer lugar aquellos que son esenciales para las plantas pero que 
no están enlazados a los compuestos de coordinación, incluyen cationes monovalentes 
como el K', y divalentes.como el C 8  y el M$. A continuación un segundo grupo que 
presenta los metales esenciales para las plantas y que forman enlaces coordinados con 
ligandos orgánicos. Incluyen todos los metales de la primera serie de transición, tales como 
el CuZ+, Zn2+ y Mn2+; y de la segunda serie de transición como el Mo. Por último, aquellos 
que no presentan una función bioquímica concreta en animales y plantas, pero que son 
acumulados en el medio ambiente. En este grupo se encuentran el Cd2+, Pb2+ y Hg2', que 
son introducid'os en el suelo como contaminantes. 
Figura S Reacciones de la materia orgánica que involucran iones methlicos en suelos (Stevenson, 1994) 
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La mayona de estos iones metálicos pueden aceptar más de un par de electrones y 
coordinarse simultáneamente con el correspondiente número de átomos donadores. Cuando 
dos o más posiciones de un ion metálico se coordinan por dos o más grupos donadores de 
un único ligando para originar una estructura de anillo se forma un complejo quelato La 
palabra quelato deriva del griego chele, que hace referencia a las pinzas del cangrejo y a 
la forma en la cual es enlazado el metal 
La formación de quelatos metálicos con la materia orgánica puede tener diferentes 
efectos en suelo y algunos de ellos inciden directamente sobre la planta como es el caso de 
. . 
los ácidos orgánicos de bajo peso molecular y otros compuesto bioquímicos que forman 
complejos soluble; con los micronutnentes. Estos compuestos pueden actuar como 
transportadores dando lugar al incremento de la disponibilidad de los micronutrientes a las 
plantas superiores, . .. . . . . -. 
-, - 
4.2. Agentes quelantes de la materia orgánica 
De acuerdo con Wolt (1994), el carbono orgánico total en la disolución del suelo 
se describe típicamente en base a la extracción acuosa como DOC, carbono orgánico 
disuelto. Comprenden dos tipos de compuestos orgánicos.'El primero implica a compuestos 
bioquúnicos definidos, de bajo peso molecular y sintetizados por organismos vivientes, tales 
como ácidos alifáticos simples, aminoácidos, sideróforos hidroxámicos, fitosiderofóros, 
fenoles y ácidos fenólicos y fenoles polirnéricos. En segundo lugar existen una serie de 
polielectrotitos ácidos coloreados de amarillo a negro formados por reacciones de síntesis 
secundaria y referidos como ácidos húmicos y fúlvicos. Son compuestos de alto peso 
molecular que se suspenden coloidalmente en la solución del suelo. 
Tanto los denominados compuestos bioquimicos, como los ácidos húmicos y 
fúlvicos forman complejos con elementos traza y otros cationes polivalentes presentes en 
suelos. En general, forman complejos solubles en agua, mientras que los complejos 
formados con sustancias húmicas, particularmente los ácidos húmicos, son en su mayoría 
insolubles. 
4.2.1. Compuestos bioquimicos 
Los compuestos bioquúnicos solubles en agua presentan habilidad para quelar iones 
metálicos cuando son producidos por la actividad microbiana o excretados por las raíces. 
Se encuentran tanto en la Nosfera, como en los W a d o s  formados a partir de los residuos 
de descomposición de residuos vegetales (Stevenson, 1991; Stevenson y Ardakani, 1972; 
Stevenson y Fich, 1986). 
En la mayoría de los suelos de cultivo, el enlace metal materia orgánica estará 
producido por un número relativamente elevado de ligandos presentes en pequeñas 
cantidades más que por unas pocas especies mayoritarias presentes en altas 
concentraciones. Así mientras la concentración de cualquier compuesto bioquimico o clase 
de éstos puede ser baja, el efecto de acumulación de todas las especies acomplejadas puede 
. ~ 
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ser apreciable. En muchos suelos, la combinación total de quelatos que se forman en 
solución acuosa es probablemente suficiente para considerar las cantidades de iones 
metálicos presentes, normalmente en un rango de 10-9-10'8M (Stevenson, 1994) 
Stevenson (1994) describe los factores que afectan a la producción de compuestos 
bioquímicos e incluye la humedad del suelo, el tipo de planta y estado de crecimiento, así 
como la práctica de cultivo y clima, principalmente temperatura y pluviosidad Se pueden 
esperar cantidades elevadas a principio de la primavera cuando se inicia la descomposición 
de los residuos procedentes de las plantas, decrece en los meses calurosos de verano, dado 
que se  reduce la actividad microbiana y se vuelve a incrementar otra vez con las lluvias 
tempranas cuando el crecimiento de la planta cesa Los suelos enmendados con estiércoles 
y otros residuos orgánicos presentan una riqueza elevada en compuestos bioquímicos 
Los compuestos orgánicos tienen una gran capacidad para enlazar el Fe3' debido a 
su alto contenido en oxígeno (por ejemplo, grupos carboxílicos y fenólicos, enólicos y 
alcohólicos) Las sustancias que contienen N (aminoácidos, porfirinas) tienen una alta 
afinidad por el CuZ' y el Ni2+ y también contribuyen a la quelacion del Fe3' 
Entre los principales compuestos bioquimicos encontramos: 1 
a) A'cidos orgril~icos de bajo peso molecular l 
Los ácidos orgánicos de bajo'peso molecular son importantes constituyentes 
solubles de las aguas naturales, aunque están poco caracterizados y frecuentemente se 
encuentran asociados a los compuestos de alto peso molecular que constituyen la materia 
orgánica, pero se distinguen de ellos en función de su distribución y aparición (Wotlt, 
1994). 
Hay pocos estudios de la composición de la solución del suelo que detallen 
suficientemente la distribución del carbono orgánico, a fin de determinar las contribuciones 
de los ácidos orgánicos de bajo peso molecular al total del DOC en la solución del suelo 
De todos los componentes del DOC presentes en la solución del suelo, los ácidos 
orgánicos se consideran los de mayor movilidad y están muy relacionados con la actividad 
biológica en la rizosfera. Cualquier mecanismo de adsorción del suelo puede estar más o 
menos controlado por los ácidos orgánicos de bajo peso molecular, especialmente aquellos 
que presenten una elevada reactividad química (McKeague y col., 1986; Qualls y Haines, 
1992). 
Su concentración en la solución del suelo se estima entre 1.10" a 4.104M, pero se 
producen cantidades mayores en la rizosfera y en la capa orgánica del suelo (Stevenson, 
1994) Son importantes agentes que afectan a la complejación, disponibilidad y transporte 
de los metales en suelos y consecuentemente influyen en la degradación mineral de éstos 
Algunos estudios de laboratorio apuntar1 a la existencia de complejación de ácidos 
orgánicos de bajo peso molecular con metales y por tanto un efecto de disolución de los 
minerales del suelo, por ejemplo la formación de complejos organometálicos de aluminio 
(Hue y col., 1986, Michalas y col,  1992), pero segun Wolt (1994) estos estudios se han 
realizado bajo concentraciones y condiciones improbables en la disolución del suelo 
El ácido oxálico es un importante agente quelante de Fe3' y también de Al3' y Caz' 
en suelo de bosques. 
b) Sideróforos hidroxámicos y fitosideróforos 
Se cree que la disponibilidad del Fe en suelos calizos depende en gran medida de los 
agentes quelantes orgánicos, que pueden ser excretados por las raíces de las plantas, 
fitosideróforos o producidos en la rizosfera por microorganismos, sideróforos 
hidroxámicos. 
Actualmente se poseen evidencias que indican que los sideróforos juegan un papel 
importante en la nutrición fémca de plantas cultivadas en suelos calizos. Estas sustancias 
contienen grupos reactivos -CO-NOH- y presentan constantes de estabilidad 
excepcionalmente elevadas (aprox lo3' )(Stevenson y Fitch, 1986) debidas parcialmente a 
la estructura del quelato de Fe con el hidroxamato que se muestra en la figura 6. Powel y 
. . Al. (1980, 1982) encontraron concentraciones de fitosideróforos en un rango de 0,; a 0,01 
pmolL-' en la solución del suelo (humedad de campo) y concentraciones superiores en un 
10-50% en la rizosfera. 
~ i g u r s  6 Formacibn de un fitosideróforo de Fe" 
I c) Fenoles y ácidosjenólicos 
Los constituyentes fenólicos son abundantes en los restos en descomposición de 
plantas y animales y en los exudados de las raíces La concentración de ácidos fenólicos en 
la solución de suelos agrícolas se estima entre 5.10.' a 3.ld M y presentan mayor 
solubilidad que los ácidos orgánicos alifáticos (Stevenson, 1994) 
Tanto los fenoles como los ácidos fenólicos se consideran relevantes en la 
complejación y traslocación de Fe y AI en suelos de bosque Típicos ejemplos de ácidos 
fenólicos incluyen los ácidos gálico, cafeico y protocatequinas 
4 Polifenoles 
Los polifenoles se refieren a sustancias que contienen más de un anillo aromático 
y el grupo OH fenólico Son productos de degradación de residuos vegetales y de la 
descomposición oxidativa de ácidos fúlvicos y húmicos Destacan los flavonoides y taninos 
Los taninos representan un grupo poco definido de sustancias con pesos moleculares 
entre 500 a 3000 Daltons y que contienen por lo menos uno o dos grupo's fenÓlicos'OH por 
-cada 100 daltons. Existen dos tipos: hid;oliables y condensados. Los taninos hidrolizables 
presentan un ácido gálico y10 ácido hexahidroxifénico enlazado a un azúcar a través de un- 
enlace glicosídico. Tienen numerosos grupos fenólicos para enlazar al Fe3' y otros cationes 
polivalentes. 
4.2.2. Ácidos fúlvicos 
Los ácidos fúlvicos son la principal consecuencia de la disolución del material 
húmico en suelos y sus principales características ya han sido descritas en el apartado 3.5.1 
de esta Introducción. En comparación con los ácidos húmicos los ácidos fúlvicos presentan 
menores pesos moleculares, contienen cantidades relativamente similares de carbono e 
hidrógeno, pero mayores proporciones de oxígeno y nitrógeno; y son más reactivos dado 
su tamaño y sus mayores concentraciones de acidez total y carboxilica, características que 
les confiere una mayor movilidad y capacidad para transportar metales. 
Estos compuestos se consideran agente complejantes de metales más importantes 
que los compuestos bioquúnicos, como consecuencia de la gran estabilidad de los complejos 
que forman, a exepción de los sideróforos. 
4.3. Efectos del carbono orgánico disuelto y en estado coloidal sobre la 
biodisponibilidad y transporte de los iones metálicos. 
Los coloides son partículas de baja solubilidad que permanecen como fase sólida 
identificable en disolución. Aunque existen ácidos fúlvicos de bajo peso molecular 
considerados demasiado pequeños para ser coloidales, la mayor parte de las sustancias 
húmicas se engloban en la categoria de macromoléculas y como tales pueden presentarse 
en estado coloidal (Stevenson, 1994) 
Tanto la moviiidad como la biodisponibilidad de los compuestos químicos en suelos 
. . 
y aguas pueden verse modificadas por los fenómenos de solubiliiación de los ácidos 
orgánicos de bajo peso moleculaf, o bien por los procesos de adsorción de la materia 
orgánica coloidal suspendida. 
-4.3.1. Solubilización de sólidos 
Muchos autores han descrito la importancia de los materiales orgánicos sobre la 
biodisponibilidad y .  transporte de los compuestos químicos (Bloom; 1981; Chen y 
Stevenson, 1986; Sposito y Page, 1984; Stevenson, 1986; stevehson, 1991; Stevenson y 
Ardakani, 1972; Stevenson y Fitch, 1986). La influencia de'la materia orgánica sobre la 
reactividad del suelo esta asociada a numerosos procesos directos e indirectos que se 
producen en los materiales sólidos del suelo y en la fase acuosa. Su consecuencia inmediata 
está relacionada con la degradación de los materiales orgánicos y la incorporación al suelo 
de la materia orgánica en fase coloidal. En este momento el carbono orgánico se presenta 
en grandes cantidades y con elevada reactividad actuando como sumidero para los 
compuestos quimicos.. 
Wolt (1994) destaca la relevancia de los ligandos orgánicos que son introducidos 
enla solución del suelo desde fuentes externas concentradas en carbono orgánico. Estos 
ligandos actúan sobre el suelo incrementado la biodisponibilidad y transporte de nutnentes 
y compuestos fitotóxicos. La disolución del suelo puede verse afectada por la presencia de 
la materia orgánica disuelta yen estado coloidal, de forma que se modifique su fuerza iónica 
y al'balance de cargas, asi como a las concentraciones totales de compuestos quimicos 
exigentes en la solución del suelo y el grado en que estos compuestos están disponibles en 
el medio ambiente. La incidencia de los ligandos orgánicos sobre la biodi~~onibilidad y 
transporte se modificará claramente en función del gradiente de C a través de la solución 
del suelo. Existen fenómenos localizados que pueden producir altas concentraciones 
pasajeras de carbono orgánico en la solución del suelo, tales como la incorporación de 
estiércoles, residuos de animales, o Iodos que pueden producir flujos de carbono orgánico 
a través de la solución del suelo durante cortos periodos de tiempo. 
. . 
Parecen ser significativos los efectos del carbono orgánico sobre la disolución de 
los minerales, cuando la concentración del carbono orgánico se considera razonable, por 
lo menos en condiciones localizadas y a corto plazo Pohlam y McCaIl(1986) mostraron 
una liberación rápida de Mg en suelo de bosque cuando la lixiviación se producía por el 
efecto de ácidos orgánicos presentes en suelo de 0,5 a 5,O mmolL", la relación de Mg 
desplazado por los ácidos orgánicos era mayor que la presencia de los ácidos minerales De 
esta forma, bajo condiciones de flujos rápidos de carbono orgánico en medioambientes 
localizados, el desgaste mineral puede ser más rápido que en condiciones "normales" 
En esta premisa se basa la utilización de estiércoles, residuos de animales, O Iodos 
para contrarrestar las causas de la infertilidad en suelos ácidos. Las elevadas cantidades de 
material orgánico incorporado al suelo pueden actuar como neutralizador de la acidez del 
suelo, aumentando la relación del Ca2+lA13', o alterando la disponibilidad de nutrientes traza 
o elementos fitotóxicos (Wolt, 1994). 
4.3.2. Adsorción 
La mayona de las partículas suspendidas en sistemas acuosos naturales están 
negativamente cargadas debido a la adsorción de materia orgánica (Davis y Gloor 198 1; 
Knight y col., 1992; Liang ycol., 1993; McCarthy y col., 1993). Esta adsorción puede 
enmascarar las propiedades fisicoquímicas del sólido cuyo comportamiento, movilidad 
electroforética, estabilidad coloidal y transporte, tenderán a ser dominados por la materia 
orgánica adsorbida. 
Gu y col (1994 ) han propuesto que los principales mecanismos por los cuales la 
materia orgánica se adsorbe en la superficie del mineral son a) intercambio aniónico 
?. 
(interacción electrostática) b) intercambio ligando superficie de complejación c) interacción 
hidrofóbica d) efecto entrópico e) puentes de hidrógeno y f )  enlace catiónico (Sposito, 
1984). Sin embargo, en la bibliografia están recogidas pocas medidas directas para evaluar 
estos mecanismos. 
El intercambio del ligando por el OH o el H,O+ de la superficie es el-mecanismo más 
extendido para los Óxidos de hierro y la materia orgánica disuelta (Murphy y col., 1990; 
~ i ~ ~ i n ~ ,  1981; Davis, 1982). Parfitt col (1977) han démostrado por espectroscopia de . . - 
. Uifrarrojo que la adsorción del ácido fiilvico sobre la goethita se produce entre los grupos 
COO- del ácido fiilvico y los grupos OH d e  la goethita. Estos autores también han ' 
. . 
subrayado que la adsorción de estos ácidos orgánicos está normalmente acompañada por 
un incrementodel pH, lo que indica que los grupos COO- del ácido fil$co reemplazan a 
los OH de los óxidos. Sin embargo, Inoue y Wada (1968) indicaron que las sustancias 
humicas son adsorbidas sobre la alofana a través de un mecanismo de intercambio aniónico. 
Jardie y col (1989) estudiaron la adsorción de la materia orgánica sobre diferentes suelos 
que contenían entre 1-3% de Fe extraible en Ditronito-citrato-bicarbonato @CB) y 
concluyeron que el mecanismo predominante de absorción en suelos era la adsorción fisica 
dirigida por los cambios de entropía favorables. Estas aparentes discrepancias entre autores . ' 
pueden ser en parte explicadas por los diferentes materiales y las condiciones- 
experimentales usados, que se justificarían por la heterogeneidad y complejidad la materia . 
. orgánica y las super6cies.adsorbintes. Las características fisicoquí&cas y estructurales de 
la materia orgánica y minerales en Suelo puede dar lugar a diferentes mecanismos de 
adsorción. 
. . 
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Los procesos de desorción han sido estudiados en menor extension que la adsorción, 
a pesar de que éstos influyen cuantitativamente en el transporte de la materia orgánica La 
presencia de relaciones de adsorción-deserción ha recibido poca atención, y la cinética que 
controla estas relaciones todavía es desconocida Algunas formulaciones matemáticas del 
transporte, consideran que el proceso adsorción/desorción es reversible (van Genuchten y 
col , 1974 ) Pero existen otros estudios (Amacher y col., 1986) que han demostrado que 
la adsorción/desorción con diferentes iones metálicos no puede ser descrita por el uso de 
un equilibrio reversible de los modelos Freundlich o Langmuir 
Gu y col (1994) observaron los procesos de adsorción y desorción de la goethita 
sobre una muestra de materia organica de origen acuoso. Concluyeron que el mecanismo 
es debido a un intercambio de ligandos, por lo menos cuando el pH está por debajo del 
correspondiente al punto isoeléctnco del óxido. 
El mecanismo de adsorción del óxido de hierro por la materia orgánica esta 
controlado por el pH (Murphy y col, 1990, 1992; Tipping, 1981; Davis, 1982). Dicho 
mecanismo, consistiría en un intercambio aniónico, al menos, mientras el óxido de hierro 
empieza a estar positivamente cargado, mientras la materia orgánica se carga negativamente 
cuando el pH decrece. Sin embargo, estos mecanismos no son los únicos que controlan la 
adsorción. El efecto de otros aniones específicamente adsorbidos tales como el fosfato y 
el sulfato, pueden reducir la adsorción El efecto del fosfato es mayor que el sulfato. 
Los efectos de adsorción y desorción de los óxidos de Fe con la materia orgánica 
deben ser considerados en la utilización de biosólidos como fertililizantes férricos Las 
adiciones de Fe, Mn o Al durante el tratamiento del lodo o fabricación del biosólido para 
incrementar la capacidad de absorción especifica del metal pueden limitar la disponibilidad 
de estos metales (Chaney, 1994). La matena orgánica puede estabilizar al óxido de hierro, 
produciendo dos efectos; a) la creación de un pool de Fe debido a la estabilización del óxido 
menos cristalino que puede ser disuelto por los ácidos orgánicos y rnicroorganismos, 
actuando como un fertilizante de liberación lenta, o bien, b) este depósito está fuertemente 
enlazado y el Fe no está suficientemente lábil para ser transportado a la planta. 
Chen y Aviad (1990) enumeraron los mecanismos mediante los cuales, la matena 
orgánica puede afectar indirectamente a la fertilidad del suelo 
1 Aporte de minerales, principalmente N, P, K y micronutrientes a las raíces, 
2. Beneficia a la estructura del suelo, debido a la mejora en la relación agua-aire de la 
rizosfera 
3 Un incremento en el suelo de la población microbiana incluyendo microorganismos 
beneficiosos 
4. , Aumento tanto en la capacidad de intercambio catiónico, como de la capacidad 
- . tampón del suelo , . 
5. Aporte de compuestos bioquímicos definidos a las raíces de la planta tales como 
acetamida y ácidos nucleícos 
6 .  Aporte de . sustancias que pueden actuar como transportadoresde micronutnentes 
o estimuladores del crecimiento 
. . .  
Estos mismos autores subrayaron la importancia de los denominados efectos 
directos que son aquellos que requieren absorción de macromoléculas orgánicas, del tipo 
de las sustancias húmicas, por el tejido vegetal, lo que produce diferentes efectos 
bioquímicosen . la pared . celular, membrana celular o en el citoplasma. 
Debido a la complejidad del sistema Suelo, normalmente es dificil estudiar el efecto . . 
de las sustancias húmicas sobre el crecimiento de la planta. Por ello se suelen simplificar 
estos estudios, realizando el seguimiento de plantas cultivadas en solución nutritiva, 
aplicando directamente o vía foliar las sustancias húmicas que previamente han sido 
extraídas. 
5.1 Respuesta de las plantas a las sustancias humicas 
5.1.1 Germinación y crecimiento de plántulas 
Los efectos de las sustancias húmicas sobre la germinación y el desarrollo de 
plántulas han 'sido estudiados por numerosos investigadores, enumerando a continuación 
algunos de los ensayos mas relevantes. En general se acepta la e4stencia de una fuerte 
respuesta a las sustancias humicas sobre el desarrollo de la planta que afecta también al 
rendimiento final. El efecto beneficioso observado en el caso concreto de la germinación 
seatribuye a la mejora de la actividad enzimática en el tejido de la semilla. - 
. . 
Ya en 1962, Smidova estudió los efectos del humato de Na sobre la imbibición de 
agua y la genninación del trigo (Triticum aestivum L:). El incremento de la-absorción de 
55 
agua, respiración y genninación fue observada en soluciones de 100 m g L L  humato de Na. 
Dixit y Kishore (1967) se centraron en la estimulación de la germinación en diferentes 
variedades de cultivos por ácidos húmicos (HA) y fülvicos (FA). La germinación del maíz 
(Zea mays L.) fue incitada por 60 mgL-' de AH o FA; mientras que la de cebada (Hordeum 
wlgare L.) y tngo por 30 rng.LL HA y 45 mgL-' FA,  respectivamente. 
Lulakis y Petsas (1995) estudiaron la eficacia de sustancias húmicas extraídas a 
partir de compost de sarmientos, sobre el desarrollo de plántulas tomate. Las sustancias 
húmicas beneficiaron, tanto el desarrollo del tallo como el de la raíz en concentraciones 
intermedias (100-300 ppm), pero ambos se inhibian a concentraciones elevadas (1000-2000 
ppm). El efecto beneficioso de las sustancias húmicas fue mayor para el desarrollo del tallo, 
siendo el rango de concentraciones óptimo el del FA y el de menor el del HA. 
5.1.2. Iniciación y crecimiento radicular 
Las sustancias húmicas parecen tener un efecto mayor sobre las raíces que sobre 
otras partes de las plantas (Sladky, 1959). La estimula6in del crecimiento de la raíz y de 
la iniciación radicular han sido efectos comúnmente observados y pocas veces explicados. 
Khristeva (1949) estudió la respuesta de diferentes plantas al Na-humato de diferentes 
orígenes sobre trigo cultivadas en hidroponía. Tanto la longitud de la raíz, como la del tallo 
se incrementaron, y en los casos óptimos casi el doble. La concentración óptima de humato 
sódico era 60 mgL-', pero a 600 mgL-' el crecimiento de las plantas era comparable al de 
los controles cultivados en agua. Las raíces secundarias no se desarrollaron en los controles, 
pero sí se observó un desarrollo importante en las soluciones donde se añadió humato 
Kononova y Pankova (1950) encontraron respuestas similares en el desarrollo radicular de 
plantas de maíz. En este mismo cultivo pero sobre agar,'lvanova (1965) también comprobó 
el efecto inhibitorio del crecimiento cuando las dosis aplicadas superaban 100 mg.L-' de 
HA. 
Femández (1968) condujo una serie de ensayos sobre raíces de maíz para probar los 
efectos de las sustancias húmicas originadas de la descomposición de materia orgánica de 
un mejor aspecto. Las plantas que mostraron mayor número de raíces laterales fueron las 
cultivadas en una dosis de 5000' mgL.' de leonardita -precisamente, la mayor de las 
concentraciones utilizadas en el ensayo- El efecto de las sustancias húmicas coincidía con 
los resultados alcanzados para el ácido indol3-butírico. Se debe resaltar que las plantas 
fueron cultivadas en agua y no en solución nutritiva. 
Goenadi y Sudharama (1995) comprobaron la acción de un ácido húmico natural 
sobre. el desarrollo del tallo en plantas de Gnetum gnemon, Elleíaria cardamomum, y 
Pogósíernon cablin. El periodo de  iniciación del tallo fue significativamente menor en 
presencia del ácido húmico. L; iniciación. de'la reíz fue significativamente inducida 
especialmente cuando los ácidos húmicos fueron usados en medio líquido. 
Chen y Aviad (1990) resumen la actividad de las sustancias húmicas según se 
describe a continuación Independientemente del origen de las sustancias húmicas su 
aplicación produce un aumento del desarrollo radicular tanto en disolución nutritiva como 
en aplicación foliar, afectando tanto a la elongación como a la formación de raíces 
secundarias Los resultados sobre experimentos vegetales indican que los ácidos fúlvicos 
tienen un efecto ligeramente mayor que los ácidos húmicos Por último, hay que señalar que 
la concentración del ácido húmico es importante, y generalmente la respuesta decrece en 
concentraciones elevadas 
5.1.3 Desarrollo del tallo 
Los estudios de la influencia de las sustancias húmicas sobre el desarrollo de la parte 
aérea se han efectuado tradicionalmente sobre plantas jóvenes cultivadas en tiesto o en 
solución nutritiva, aunque en los últimos años han aumentado el número de trabajos en . 
campo En la mayoria de los casos se observa que el efecto de las sustancias húmicas es más 
- 
importante en el crecimiento radicular que en el de la parte aérea 
Los ácidos fülvicos y húmicos pueden estimular el crecimiento del tallo dependiendo 
del tipo de planta cuando son aplicados foliarmente en concentraciones de 50 a 300 mgL-' 
dos fuentes: estiércol humificado de un año, y residuos vegetales obtenidos después varios 
años de compostaje. Los ácidos húmicos procedentes de estiércol incrementaron el 
desarrollo radicular, mientras que los ácidos húmicos originados de restos vegetales lo 
inhíbían. La dependencia de los efectos en función del origen de los ácidos húmicos es algo 
inusual en la bibliografia pero podna estar relacionada con el grado de humificación y las 
diferencias en la estructura química de las sustancias húmicas probadas (Chen y Aviad, 
1990). 
El efecto de la concentración de las sustancias húmicas sobre el crecimiento 
radicular y la proliferación de raíces secundarias ha sido comprobada por muchos autores. 
En plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) cultivadas en hidroponía el crecimiento se 
producía hasta dosis de 160 mgL" de HA (Sánchez-Conde y Ortega, 1972). Tan y 
Nopamombodi (1979) extrajeron un ácido húmico de un suelo arcilloso y estudiaron su 
iniluencia sobre el crecimiento radicular de plántulas de maíz después de 5 días en solución 
Hoagland con y sin ácido húmico. A concentraciones de 640 mgL-' HA y 1600 mgL-' HA, 
las raíces eran significativamente más largas mientras que las concentraciones superiores de 
3200 m g L L  HA eran menos efectivas. 
Una respuesta típica del desarrollo radicular frente a la concentración de ácido 
fúlviw fue descrito por Rauthan y Schnitzer (1981) en un estudio sobre pepino (Cucumis 
sativus L.). Las adiciones de ácidos fúlvicos fueron beneficiosas hasta 300 mgL-' de AF, 
siendo el incremento de peso y longitud significativo en el intervalo de concentraciones de 
100 a 300 mgL" de AF. 
En contraste otros autores, Fortún y López-Fando (1982), no observaron 
incremento de peso seco en raíces de maíz cuando el ácido húmico se adicionaba de 100, 
250 y 500 mgL-l. 
O ' D o ~ e i i  (1973) estudió el efecto de diferentes sustancias húmicas todas 
origuiadas a partir de la leonardita, y las comparó con el ácido indol-3-butírico Además de 
una mejora en el desarrollo y proliferación radicular, comprobó que las raíces presentaban 
(Chen y Aviad, 1990) o sí sonaplicados en solución nutiitiva enconcentraciones de 25 a 
,300 mgL-l. El efecto estimulanie sobre el tallo normalmente se correlaciona con la 
respuesta radicular al mqdo de ap¡icación. 
5.2. Mecanismos involucrados con la estimulación del crecimiento en planta 
5.2.1. Absorción de macrónutrientes 
El crecimiento de la planta ha sido atribuido comúnmente a la mejora en la absorción 
de nutrientes debido a las sustancias húmicas (Chen y Aviad, 1990), por lo que se han 
realizado numerosos trabajos para confirmar esta teoría, 'aunque en la actualidad no se 
encuentra resuelto. 
.r;f 
Son numerosos los efectos encontrados sobre los macronutrientes. Gaur (1964) -8 
observó un incremento en la absorción de N, P y K, así como detrimento en la 'P 
concentración de Ca en cesped (Lolium perenne L.) cultivado en tiestos sobre .suelo 
enmendado con un á'cido húhco  extraído de.compoit. Sánchez-Conde y Ortega (1968) S' 
encontraron un incremento en la absorción de N, P y Mg y detrimento en Ca, K y Na z(: 
cuando se aplicaban dosis de 8, 80 y 100 mgL-' de HA sobre plantas de pimiento. Estos 
autores encontraron niveles tóxicos de N, P y Mg ácumülados en raíces. 
David y col (1994) estudiaron los efectos de un ácido húmico sobre la acumulación 
de nutrientes y el desarrollo de plántulas de tomate en solución con disponibilidad limitada. 
de nutrientes. La adición de 1280 mgL-' de HA produjo un incremento significativo en la 
acumulación de P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, y Zn en tallo, así como en la concentración de N, 
Ca, Fe, Zn, y Cu en raíz. El peso fresco y seco de raíz también se incremento. Sin embargo, 
comparando la acumulación de nutrientes en plantas tratadas con- 1280 ing.L" AH y 
aquellas en las que se había realizado un aporte adicional de nutrientes equivalente a la 
existente en el tratamie-o con ácidos humicos, las primeras acumularon mas N,P,  K, Fe 
- -- y Cu en tallo y lasraíces más K y Ca. Según los autores, estos incrementos no pare-n estar 1 
asociados con los nutrientes contenidos en Iqs ácidos húmicos. Un aumentb del pH de la 
solución de 5.8 a 7 no produjoefecto sobre la acumulación de nutrientes o c-cimiento de 
las plantulas de tomate. La interacción del pH y la adición del ácidohúmico no fue 
significativa. 
Fagbemo y Agboola (1993) estudiaron el efecto de un ácido húmico sobre el 
crecimiento y absorción de nutnentes de la teca (Tectona grandrs L ) Las plantas se 
cultivaron durante cuatro meses en dos suelos - de cultivo, un Alfisol (alto contenido en 
materia orgánica) y un Oxisol (bajo contenido en materia orgánica) en el sur de Nigeria Se 
ensayaron tres niveles de ácidos húmicos 50, 500, y 1000 mgkg-' aplicados a los dos 
suelos. Los resultados indican que el ácido húmico benefició el crecimiento y la absorción 
de nutrientes de las plántulas de teca Tanto la altura de las plántulas como el peso seco se 
incrementó en los dos suelos y en los tres niveles de aplicación Las dosis superiores a 500 
mgkg-' adicionadas al Alfisol fueron menos beneficiosas mientras que los parámetros de 
crecimiento y la absorción de nutrientes tendía a incrementarse proporcionalmente a las 
cantidades de ácido húmico aplicado en el Oxisol La adición de los ácidos húmicos a los 
dos suelos incrementó la absorción por las plántulas de N, P, K, Mg, Ca, Zn, Fe, y Cu, 
mientras el Mn decrecía. 
Irintoto y col., (1993) estudiaron el efecto de las sustancias húmicas sobre el 
crec,$niento y la absorción de nutrientes del Pinus elliottii Engelm, en cultivo in vitro. Los 
resultados mostraron el efecto de las sustancias húmicas sobre el tamaño del callo y el 
incremento sobre los contenidos de P, K, Ca y S. El efecto fue atribuido a la reacción de 
las sustancias húmicas para incrementar la permeabilidad de las membranas del callo. El 
aumento observado en el de peso del callo era consecuencia del incremento de la absorción 
y de la mayor acumulación de nutrientes. 
Piccolo y col (1992) seleccionaron diferentes extractos húmícos con distintas 
características fisicas y químicas, obtenidos a partir de la extracción de diferentes suelos y 
de diferentes fuentes, con el fin de estudiar su actividad biológica.   as caractensticas 
estmcturales de las sustancias húmicas fueron asociadas a la absorción de nitrato por 
plantulas de cebada y la regulación.del crecimiento en lechuga y berros. Los resultados 
. ~ 
mostraron que la fracción hú&a más efectiva en la absorción de nitrato y en la actividad 
hormonal presentaba el mayor número de gnipos ácidos y el menor tamaño molecular, 
mientras el contenido en grupos &atiws y aromáticos de los extractos parecía no jugar un 
,papel importante. Las fracciones de bajo peso molecular mostraron resultados que 
confirmaban la eficacia de ¡a combinación alta acidez y bajo peso molecular para influir en 
la actividad biológica del sistema de plantas estudiado. 
Kreij y Basar (1995) estudiaron el efecto de las sustancias húmicas sobre la 
absorción de nutnentes en orégano, laurel y albahaca cultivadas en un sistema similar al 
NFT (nutrient filin technique) pero en dos sustratos diferentes turba y perlita, tres niveles 
de sustancias íiúmicas y a dos pHs, 4,s y 6,5. Las sustancias húmicas no afectaron a la 
absorción de K, Ca, and Mg en parte aérea, pero disminuyeron la de Fe, Mn, Zn, y Cu en 
los tres cultivos estudiados. El efecto fue más pronunciado en la perlita queen la turba, y 
mayor a pH 4,5 que a 6,'5. Según estos autores, la causa de la disminución de los 
micronutnentes fue la complejación de los metales por las sustancias húmicas y la 
consecuente pérdida de disponibilidad de las formas acomplejadas, aunque esperaban mayor 
complejación a pH 6,5 que a 4,5. Esta suposición no parece del todo apropiada, ya que 
iones cgmo el Caz' y el Mg2' compiten más por los lugares de complejación a pH 6,5 que 
a 4,5, por lo- que la complejación a pH 4,5 seria mayor, 'apoyando de esta manera los 
resultados experimentales citados. Otro de los resultados q'ue encontraron fue la 
disminución del peso fresco del tallo cuando las plantas eran cultivadas a pH bajo. De 
acuerdo con los autores podna ser consecuencia de la toxicidad delas sustancias húmicas 
a bajos pH, ya que a pH elevados este efecto se aminoraba. 
Ayuso y col (1996), compararon los efectos de las sustancias húmicas extraídas de 
residuos municipales y de leonardita, turba y ácidos húmicos comerciales sobre el 
crecimiento de la planta y la absorción de nutrientes por plantas cultivadas en hidroponia 
Con relación a las.dosis, cuando se presentaban los valores menores (10 mg C.L.') se 
favorecía el crecimiento de la planta, más en parte áerea que en raíz, mientras que valores 
superiores podían inhibir10 Las diferentes sustancias húmicas afectaban de forma similar 
a la absorción de macronutnentes, favoreciéndose la asimilación de N, K y P , 
El hecho de que las sustancias húmicas puedan afectar a la absorción de algunos 
elementos por facilitar su liberación desde el componente mineral del suelo no debe ser 
desestimado. Pero según Chen y Aviad (1990), aunque estos efectos pueden ser 
importantes en suelos, no contribuyen a la respuesta de plantas cultivadas en solución 
nutritiva. 
5.2.2. Absorción de micronutrientes 
Ya hemos indicado la importancia de las reacciones de complejación entre las 
sustancias húmicas y los metales de transición tales como Cu, Zn, Fe y Mn La 
s o l u b i c i ó n  de micronutrientes desde sus formas inorgánicas por las sustancias húmicas 
se considera como el principal factor de influencia sobre el desarrollo de plantas cultivadas 
en suelo. La presencia de las sustancias húmicas puede contribuir a mejorar la disponibilidad 
de los elementos. 
Debido a las importantes pérdidas económicas generadas por la clorosis férrica, el 
hierro ha sido el microelemento que más atención ha recibido por parte de los 
investigadores. Ya en 1955, Dekkock concluyó que sustanciashúmicas derivadas de la 
lignina mantenían el Fe en solución, tanto en solución nutritiva como en los tejidos de la 
planta, incluso en presencia de altas concentraciones de fosfato. Las sustancias húmicas no . - 
sólo incrementaban la solubilidad d e F e  en solución sino que también afectaban a la 
traslocación de Fe de la & al tdo .  Linehan y Shepherd (1979) compararon los efectos de 
un ácido @Ivico con los del ácido polimaleico y otros policarboxilatos. ¿a adición del acido 
fúlvico en concentraciones superiores a 25 mgL" mejoraba la absorción de Fe al tallo de 
plántulas de trigo. El ácido polimaleico y los otros policarboxilatos mostraron un resultado 
similar. . . 
Chen y colaboradores (Barak y Chen, 1982; Chen y col., 1982a b; Chen y Barak 
1983; Bar-Ness y Chen, 1990a, b) han demostrado que materiales orgánicos enriquecidos 
con hierro, como turbas o estiércoles, podrian servir como remedio a la clorosis inducida 
por suelos calizos. El efectocorrectivo es atnbuidoa la complejación del hierro por las 
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sustancias húmicas en los materiales orgánicos. 
Álvarez-~ernández y col (1996) estudiaron el efecto de diferentes quelatos 
comerciales y una mezcla de un ácido húmico con EDTA sobre la absorción del Fe en 
Lycopersrcon esculenium Mil1 cv Rambo cultivado en tiestos con suelo calizo (1 1% 
CaCO,) La mezcla produjo un incremento en el contenido de Fe y Mn en tallo, mientras 
que en raíz se observo incremento de K y Zn 
El efecto de las sustancias húmicas sobre la absorción de Cu y Zn también ha sido 
estudiado, tanto en tejido vegetal, como en planta 
La materia orgánica puede reducir la absorción de la planta de algunos metales que 
pueden ser adsorbidos desde la solución White y Chaney (1980) siguieron la absorción de 
'$ 
Zn, Cd y Mn en dos suelos enmendados con Zn y Cd Los suelos contenían 1,2% y 3,8% 4 
de materia orgánica Los efectos tóxicos de las plantas se redujeron por los altos contenidos 
en materia orgánica que enlazaba los elementos metálicos produciendo su insolubilización 
& 
- Aparentemente, la solubilidad de las fracciones añadidas de materia orgánica es un i$ 
factor importante que determina si se produce la estimulación o la inhibición. Otros factores 4 
importantes son la concurrencia de mecanismos específicos de absorción de micronutrientes 
desde los complejos a la superficie de las raíces, como es el caso conocido del Fe 
(Marschner y col, 1986) Claramente, bajas concentraciones de complejos solubles de 
sustancias humicas con Fe, Zn, Cu o Mn potenciarán su absorción por la planta, mejorando 
el nivel nutricional (Rauthan y Schnitzer, 1981, Ayuso y col 1996) 
García-Mina y col (1995) realizaron el estudio comparativo del efecto de diferentes 
complejos húmico-ferrosos con otros compuestos orgánicos e inorgánicos de Fe(I1) sobre 
la absorción de Fe del trigo Solamente el complejo fulvato-Fe(I1) produjo un incremento 
significativo de este micronutnente 
5.2.3. Absorción de las sustancias húmicas y efectos bioquímicos 
5.2.3.I.Absorción de sustancias húmicas 
La afirmación de que las sustancias húmicas tienen un efecto directo sobre el 
crecimiento de la planta implicaría que estos materiales podnan ser tomados por ellas. Para 
comprobar esta aseveración, han sido realizados algunos estudios a los que a continuación 
se hacen referencia. 
Vaughan y McDonald (1976)analizaron la absorciónde 14C procedente de una 
sustancia húmica por componentes subcelulares de raíces de remolacha. La mayor 
radioactividad estuvo asociada a las células de la pared celular y se encontraron cantidades 
menores en los ribosomas y mitocondnas. En un estudio posterior sobre raíces de guisante 
(Pitus sativum L.), Vaughan y Ord (1981) mostraron que la relación de absorción de los 
ácidos fiilvicos y húmicos se incrementaba con el tiempo de incubación, preferentemente 
. en las sustancias de bajo peso molecular. Los autores sugirieron que las moléculas de bajo 
peso molecular eran tomadas activa y pasivamente por la planta y podían considerarse' 
biológicamente activas, mientras que las moléculas de pesos moleculares superiores a 
50.000 Dalton eran tomadas pasivamente. Por el contrario, Vaughan y col., (1985) 
concluyeron que la mayor parte de las fracciones de bajo peso molecular de las sustancias 
húmicas eran tomadas activamente por las plantas, fiinción que debe ser clarificada. 
Parece probable que los ácidos fúlvicos presentan mayor actividad biológica que los 
acidos húmicos. Este hecho se ha corroborado por los estudios mencionados anteriormente 
y no debe desestimarse esta potencial actividad biológica de los ácidos fúlvicos. 
5.2.3.2. Efectos bioquímicos 
a) Efectos sobre las membranas 
La estimulación de la absorción iónica por los tratamientos con materiales húmicos 
ha llevado a proponer que estos materiales afectan a la permeabilidad de la membrana 
(Vaughan y McDonald, 1971; 1976). 
El modo de acción de las sustancias húmicas sobre las membranas no ha sido 
definido con precisión, pero es probable que esté relacionado con la reactividad en la 
superficie de estos compuestos (Chen y Scnitzer, 1978), resultado de la presencia de sitios 
hidrofóbiws e hidroñiiws De esta forma, las sustancias húmicas pueden interaccionar con 
los fosfolípidos de las membranas celulares y reaccionar como transportadores de nutrientes 
a través de ellos 
b) Energía de metabolismo 
Existen autores que indican que las sustancias húmicas son capaces de potenciar la , 
fotosíntesis y la respiración. Se ha comprobado en plantas de tomate cultivadas en solución 
nutritiva y condiciones axénicas, en las que se adicionaron ácidos fúlvicos y húmicos 
<-f 
(Vaughan, 1967). En estas condiciones se observó que las concentraciones de.clprofila se 
incrementaban. 
c) Actividad enzimática 
La hipótesis de que las sustancias húmicas pueden actuar como reguladores 
hormonales lleva a muchos autores a estudiar su influencia sobre la actividad enzimática, 
especialmente los efectos sobre el metabolismo del ácido 3-indol-acético (IAA) Mato y col 
(1971, 1972a, b) presentaron una serie de trabajos en los que se estudiaba la inhibición del 
IAA por ácidos húmicos, fúlvicos o fracciones de sustancias húmicas Estos autores 
encontraron que los ácidos hurnicos no fraccionados eran más efectivos para suprimir el 
IAA que cualquiera de las fracciones Obviamente, mantener elevada la actividad de la 
planta afecta positivamente al crecimiento de ésta 
Las sustancias húmicas han demostrado afectar además las actividades de otras 
enzimas como la fosfatasa, invertasas, colin esterasa y peroxidasa. 
. , inn 
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Nardi y col (1991) describieron la acción biológica directa de las sustancias húmicas 
por la disociación de la estructura sustancia húmica-ácido fiilvico. Para investigar esta 
interacción y los efectos de ácidos fiilvicos y sustancias húmicas sobre la absorción del 
nitrato se estudió la actividad de la Mg2+K+ ATPasa microsomal en raíces de avena. 
Observaron que los ácidos fúlvicos estimulaban la absorción de nitrato activando la ATPasa 
de los microsomas Fadiculares en la avena. Se producía, además, extrusión de H' por las 
raíces y disminución de la concentración de la ATPasa, pero no se observaba influencia 
sobre el consumo de O,. En contraste, todo el constituyente húmico inhibía el transporte 
de NO;, no obseryándose otros efectos importantes sobre las variables consideradas. 
Concluyeron sugiriendo que los ácidos fiilvicos estimulaban el transporte de NO, por 
activación del K+ que estimula la ATPasa cuyas actividades disminuyen el contenido de 
ATP de la célula. Estos efectos son probablemente debidos a las características surfactantes 
de las sustancias húmicas (concentración crítica micelar era 0,25 mgC.dl  para ácido 
fúlvico y 0,36 mgC.ml-' para constituyentes húmicos) así como a su actividad biológica. 
Maggioni y col (1992) también estudiaron el efecto de las sustancias húmicas de 
bajo peso molecular (< 5 kDa) sobre las ATPasas del plasmalema y el tonoplasto, utilizando 
vesículas de membranas aisladas de raíces de avena. Las moléculas húmicas en 
concentraciones superiores a 0,50 pC.ml-' estimulaban la actividad de la ATPasa en ambas 
membranas. Los resultados demostraron que las propiedades de transporte de la membrana 
plasmática y el tonoplasto que regulan el metabolismo celular y la nutrición mineral puede 
ser modulado por diferentes modos de acción y por sustancias húmicas de bajo peso 
molecular. 
La actividad de la arylsulfatasa de suelos y los complejos húmico-anlsulfato 
extraídos del suelo fue evaluada por Whalen y Warman (1996), usando como sustratos el 
sulfato de p-Ntrofenil y compuestos de bajo peso molecular (500-10000) del tipo éster 
suifato. El tamaño molecular, concentración y composición química de los compuestos de 
bajo peso molecular éster sulfato afectaron a la hidrólisis de sustratos de bajo peso 
- molecular - 
: Muscolo y col. (1'996) estudiaron el crecimiento en células de zanahoria cultivadas 
con suplementos hormonales y dos frafracciones de ácidos húmicos extraidos de excrementos 
. . 
de lombrices, una muy ácida y con pequeño tamaño molecular aparente y ia otra poco ácida 
.. . y con elevado tamaño molecular. Los autores encontraron que la fracción fuertemente ácida 
estimulaba la. actividad de la glutamato deshidrogenasa y de la fosfoenol piruvato 
carboxilasa, sii que la presencia de las dos hormonas afectara la acción de esta fracción. Las 
propiedades reguladofas de la fraccióñ fuertemente ácida parece depender de. la 
combinación de elevada acidez especialmente C carboxílicos con bajo peso molecular. 
Pinton y col. (1995) atribuyeron el papel de las sustancias húmicas en el crecimiento 
de la planta a los efectos de las actividades redox de superficie, en base a datos 
experimentales otitenidos tras estudiar el efecto de fracciones húmicas de bajo (< 5 kDa, 
LMW) y alto peso molecular (> 5 kDa, HMW) sobre las actividades redox de las raíces de 
avena. Estos resultados confirman la presencia de múltiples tipos de actividades de 
oxidoreductasa en la superficie de raíz de avena y muestran que las dos fracciones húmicas 
de alto y bajo peso molecular pueden afectar de fofma diferente a estas actividades, 
inhibiendo parcial o totalmente la actividad de la oxidasa NADH. Puede ser una posible vía 
de interferencia que involucre a las sustancias húnjcas en la formación de la pared celular. 
No se puede descartar el posible papel regulador de las sustancias húmicas, 
principalmente de las fracciones con bajo peso molecular aparente y elevada densidad de 
gmpos ácidos Como ya hemos indicado, esta fracciones son fisiológicamente muy activas 
y pueden estar invojucradas en muchos procesos biológicos Por lo tanto, no debena 
despreciarse la posibilidad de que estas productos comercializados como fertilizantes actúen 
más como bioestimulantes 

,Aunque, el uso de quelatos sintético's de hierro sique siendo el método más eficaz 
para el tratamiento de laclorosis férrica, presenta importantes inconvenientes. Cabe 
. destacar entre ellos su elevado &te, así como su dificil digradación'con sus implicaciones 
. medio ámbientales, lo cual ha dado lugar a la búsqueda de otrbs métodos alt&nativos, como 
.. ~. es el  caso de la utilización de quelatos naturales. El desarrollo de humatos y fulvatos 
fémcos como agentes quelantes ha estado condicionado por la escasa eficacia demostrada 
cuando son aplicados en suelos, a consecuencia de la baja estabilidad de los compuestos 
formados (Lucena, 1990). 
Esta circustancia no es obstáculo para que se les reconozcan efectos positivos sobre 
el crecimiento, que se estiman relacionados con su actividad como bioestimuladores o como 
reguladores hormonales. 
Anualmente, se generan numerosos subproductos industriales con características 
apropiadas para ser utilizados en agricultura entre los que destacan aquellos que presentan 
en su composición elevadas cantidades de sulfatos de hierro y materia orgánica. Uno de los 
procesos en los que se generan esta clase demateriales es la potabilización de aguas de 
consumo, durante la cual la materia orgánica es coagulada con sulfato de hierro de elevada 
pureza. La presencia de sustancias húmicas, fundamentalmente ácidos fúlvicos dado su 
origen acuoso, y su alto contenido en hierro, parece conferir a este producto cualidades 
suficientes para solventar las deficiencias de hierro en cultivos sensibles a este 
micronutnente; 
Si bien, estos efectos han sido corroborados en condiciones de cultivo controlado, 
pocos han sido los ensayos de campo que demuestren la absorción de hierro por la planta 
a partir de estos subproductos. 
Tampoco han sido suficientemente caracterizadas las interacciones de este metal con .. 
la materia orgánica en estos compuestos, cuando aquellas resultan especialmente relevantes 
para entender su comportamiento en suelo. Al respecto, no se debe olvidar que estos 
fertübntes originados a partir de suproductos hdustriales, presentan en su conteiido otros 
elementos que pueden influir tanto, positiva como negativamente en el posterior desarrollo 
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de la planta, lo que justifica que también deben ser evaluados. 
Los productos que se estudiaran en esta memoria proceden de las estaciones 
depuradoras de aguas de consumo de la ciudad de Tampa (Florida, USA). Son aguas que 
en origen presentan altos niveles de materia orgánica, coagulada con sales de Fe tal como 
ya se ha indicado. Debido a los numerosos controles a los que son sometidos los embalses 
de los que proceden, los restos sólidos deshechados de la potabilización no deberian 
presentar elevados niveles de contaminantes 
En base a estas consideraciones se plante6 como objetivo principal "comprobar 
la ejkacia bien como abono férrico, o como bioestimulador de biosólidos 
obtenidos en lapotabilización de aguas de consumo-de la ciudad de Tampa, 
estos productos son comercializados con los nombres de Aquamato férrico 
y Doliron ". Para la consecución de este objetivo se desarrolló el siguiente esquema de 
trabajo. 
1. Caracterización de los dos productos utilizados de acuerdo con los métodos 
oficiales de Análisis, con el fin de conocer ia composición del material objeto de estudio. 
2. Para evaluar su utilización como fertilizantes, se procedió a determinar la 
solubilización y disponibilidad de macr0.y micronutrientes, frente a los diferentes materiales 
. del suelo y suelos agrícolas. 
3. A ñn de valorar su capacidad para actuar como quelato de hierro, se caracterizó 
el extracto húmico total del Aquamato fémco, y sus asociaciones con Fe. 
4 Sosteniéndose mayoritariamente en la bibliografia que la fracción de menor peso 
molecular y mayor contenido en grupos funcionales ácidos es la fracción fisiológicamente 
más activa, se analizaron las características ácido-base de una mezcla de ácidos fúlvicos 
proveniente del Aquamato fémco. 
- 
5 Con el propósito de evaluar en experiencias de campo la efectividad de estos 
productos sobre la nutrición de macro y rnicronutrientes, y en especial a fin de valorar su 
carácter de alternativa a los quelatos sintéticos, se estudió el efecto de su aplicación a 
diferentes cultivos 

. . 
1.1. Origen de los productos 
. - 
. . 
. Como ya se ha~señalado en la introducción, en las últimas décadas han aparecido en 
. el mercado de fertilizantes' productos y enmiendas orgánicas fabricados a partir de 
subproductos de actividades agropecuarias, municipales o industriales que pretenden ser 
introducidos en el medio agrícola, entre otras funciones, como correctores de las 
deficiencias de micronutnentes. Estos productos; con características químicas similares a 
las sustancias húmicas del suelo, se presentan como alternativa a los tradicionales quelatos 
sintéticos, defendiendo su uso con fundamento..en su menor coste e impacto 
medioambiental. 
 osd dos productos objeto de nuestro estudio tienen un origen común, aunque en el 
mercado se presenten de forma diferente. Si bien no pueden ser considerados residuos, ya 
que no son desechos de alguna actividad humana, sí son obtenidos como consecuencia de 
actividades antrópicas. 
El humato de hierro procede de las plantas potabilizadoras de agua de las ciudades 
de Tampa, Orlando y Miami (Florida, EE UU ) y obtenido por coagulación del residuo 
orgánico sólido con sulfato ferroso de elevada pureza En el mercado se puede presentar 
de diferentes formas Se denomina Aquamato férrico, al humato de hierro sólido 
simplemente sometido a un proceso de secado y tamizado, que presenta un aspecto de 
polvo marrón oscuro; de modo que todas sus partículas pasan el tamiz de 2 mrn Este 
producto fue suministrado por Ferinsa (Fertilizantes e Insecticidas, S.A. Valencia). 
. . 
Cuando el humato de hierro se modifica mediante un tratamiento con dolomita, se 
conoce comercialmente como Doliron y fue proporcionado por Vigiron Inc. (Banow, 
Florida, EE.UU ) Su aspecto es el de un sólido granulado, de color ocre. 
Tanto el Doliron como-el Aquamato fémco Son establela temperatura ambiente, 
sus propiedades no se ven afectadas por la luz y no presentan toxicidad alguna. 
Debido a su origen, se caracterizan por un alto contenido en Fe y materia orgánica, 
lo que les hace aptos para ser utilizados como correctores de la clorosis fémca en suelos 
con un elevado nivel de caliza. De su composición nos vamos a ocupar de forma detallada 
seguidamente. 
1.2. Análisis de los productos 
Ya hemos indicado que el fin de estos humatos fémcos es ser utilizados como 
correctores de la clorosis férrica, para lo cual es necesario conocer aquellas de sus 
características químicas que inciden en la nutrición mineral de la planta. Con dicha finalidad 
se realizó el análisis del Doliron y del Aquamato férrico de acuerdo con los Métodos 
Oficiales de Análisis de productos orgánicos fertilizantes publicados por la Dirección 
General de Política Alimentaria del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación 
(M.A.P.A, 1994). Se indica de forma expresa en aquellos supuestos en los que se ha optado 
por la aplicación de otros métodos de análisis. 
Con carácter previo las muestras se secaron en estufa a 30" C y se trituraron 
manualmente. De la muestra fina se tomaron las distintas alicuotas para el análisis de: 
- Humedad por pérdida de peso a 105 "C (pp 52). 
- Materia organica total por calcinación directa a 540" C (pp 53-54). 
- Materia orgánica total por oxidación con dicromato potásico en medio sulfúrico 
y posterior valoración por retroceso con sal de Mohr (sulfato ferroso-arnónico) (pp 
54-56). 
- Extracto húmico total y ácidos húmicos tras someter las muestras a una extracción 
alcalina y precipitación en este extracto de los ácidos húmicos a pH=l (pp 56-60). 
- pH del extracto 1/25 (pp 60-62). 
- Conductividad del extracto en agua (1125) (pp 239-240). 
- Contenido de macronutrientes y micronutrientes extraibles según el método ABA- 
DTPA (Soltanpour y Schawb, 1977) y posterior determinación de los mismos por 
espectrofotometria de Absorción Atómica. 
-Análisis elemental CHN medido con un aparato Perkin Elmer modelo 240 CHN 
Elemental Analizer 
- Contenido de macro y micronutrientes totales previa digestión de las cenizas con 
. . HN0,:HCI (1:3) y medida directa por espectrofotometría de '~bsorción Atómica. 
Para determinar el contenido de macro y micronutrientes se pesaron 0,100 g de las 
cenizas y se disolvieron en unvaso de precipitados de 150 ml totales con 10 mi de mezcla 
HN0,:HCI (1:3) preparada con reactivo para análisis. Seguidamente se sometieron a 
ebullición casi hasta sequedad, sin permitir que la evaporación fuese completa. Se redisolvió 
el residuo en 20 ml de HCI 2M y se filtró con papel Whatman (de filtrado rápido no 2) sobre 
un matraz de 100 ml, lavando completamente el papel y el residuo con agua destilada. A 
continuación se midieron directamente en la disolución macro y micronutrientes por 
espectrofotometria de Absorción Atómica, en las condiciones descritas en el capítulo VI, 
punto 1 ;5.3.1. "Determinaciones por Absorción Atómica." 
1.3 Solubilidad en agua en diferentes condiciones de Ca-pH 
El ion bicarbonato se produce como consecuencia de la disolución del dióxido de 
carbono y es uno de los principales factores que inducen la clorosis férrica en suelos calizos. 
Numerosos autores han estudiado el efecto de este ion sobre la absorción de Fe por la 
planta (Loeppert y col, 1988; Romera y col, 1992; Susín y col, 1996). Parece ser que el ion 
, 
HCO; en la solución del suelo presenta una importante efecto tampón, principalmente en 
presencia de CaCO,. Dado queel ion bicarbonato es una especie bastante móvil y por el 
contrario la difusión del CO, es un proceso lento, la reducción de pH consecuencia de la 
liberación de protones por la planta es pequeña en suelos calizos (Lucena, 1998). 
Simultáneamente a la formación del HCO; se liberan iones Ca2', que pueden desplazar al 
Fe de 10s agentes quelantes utilizados como correctores. 
El objetivo de este ensayo es estudiar la influencia de la concentración Ca2' y CaCO, 
sobre la solubilidad del Aquamato femco y Doliron cuando son aplicados a suelos calizos. 
Se trató de obtener un valor relativo de esta solubilidad después de hacerlos reaccionar con 
. . 
distintos iones, en diferentes y con diferentes tiempos de interacción. ;. 
El reactivo elegido para determinar la solubilidad fue CaCl, (Panreac) Las 
concentraciones ensayadas fueron dos, 10-2M y 10-'M, disueltas en NKAc 1M y a pH 7.0. 
En 5 m1 de este reactivo se suspendieron de forma independiente 1,00 gr de Aquamato 
fémco y 1.00 gr de Doliron, agitándose durante 18 horas a 25 "C. 
Para e&di& la influencia del CaCO,, se suspendió 1,00 gr de C~CO,  (Panreac) en 
5 ml de H,O y se agitó en las mismas condiciones que en los ensayos del CaCI,. En ambos 
casos se prepararon muestras en blanco que sólo contenían el reactivo en las mismas 
concentraciones. 
Posteriormente, e l  sobrenadante fue centrifugado en una centrífuga "Sigma 4-10" 
durante 10 minutos a 2000 rpm, y el líquido procedente del extracto se decanto en un 
erlenmeyer. .EI precipitado obtenido fue lavado con otros 5 m1 de reactivo, agitándose 
nuevamente y centrifugado de forma inmediata, adicionándose a losotros 5 ml previos en 
el mismo erlenmeyer. En estos 10 ml de extracto total se determinó la materia orgánica total 
'por oxidación con dicromato iotásico (MAPA, 1994). 
Igualmente se ha estudiado la solubidad después de cinco días de interacción. Para 
ello se añadieron 5,00 gr de producto sólido en botes de plástico con 20 ml de agua, 
ajustando el pH a 5.0 con una solución de HCI 1M y a pH 6,0, 7,O u 8,O con NaOH IM. 
Los botes, una vez pesados, se mantuvieron termostatizados a 25 "C, en agitación 
constante, durante 5 días en un bañ0.P-SELECTA Unitronic 320. Pasado este tiempo, 
fueron filtrados y se tomaron alícuotas de 10 rnl de extracto donde se determinó el pH y los 
contenidos totales Fe por espectrofotometna de Absorción Atómica y materia orgánica 
total por oxidación con dicromato potásico. 
En estas mismas condiciones, se hizo otro ensayo para evaluar la solubilidad durante 
1 0  días, ajustándose diariamente el pH al valor deseado. 
1.4 Estudio de  su interacción con suelos y materialesdel suelos 
Con el- fin de determinar l a  capacidad de movilización del hierro y otros 
micronutrientes por las sustancias húmicas que componen los fertilizantes objeto de nuestro 
estudio, se realizó el presente ensayo de interacción del Doliron y Aquamato férrico, con 
diferentes materiales edáficos y en una'mezcla de éstos que denominaremos patrón de suelo 
y que presenta la composición elemental correspondiente con las medias atribuidas a u n  
suelo calizo (Lindsay, 1979). Asimismo, se aplicó el estudio.de interacción con el suelo de 
Valencia, que posteriormente seria objeto de los ensayos de campo. El' método utilizado en 
los ensayos de interacción fue puesto a punto por Olmos (1993; 1998). 
1.4.1. Materiales edáficos 
El ensayo se realizó con los siguientes materiales ácido húmico, Montmonllonita, 
CaCO,, Fe(OH),, suelo calizo standard y suelo de Valencia, procedente del ensayo de 
campo 
El ácido húmico fue suministrado por ~ l u k a  (Analysis Number 38537'11992). ~a 
Montmorillonita cálcica Stx-1 (blanca) es de Gonzales County, Texas (EE.UU..) y fue 
proporcionada como material patron por "Clay Minerals Society Source" Clay Mineral 
Repository, Departamento de Ciencias Geológicas de la Universidad, de Missouri, 
Columbia, Missouri (EE.UU..). El C ~ C O ,  fue obtenido de ~ a n r e a c  (Lot#2311C). 
El óxido de Fe 'se preparó según el procedimiento de Sims y Bingham (1968), 
precipitando FeCI3.6H,O (Probus) con NaOH (Fe/OH=3,0) a temperatura ambiente. El 
precipitado obtenido se filtró, h e  lavado con agua destilada hasta que el valor de la 
conductividad de las aguas de lavado fue inferior a 100 pS.cm", y con etanol a1,80% hasta 
obtener un p~ en agua próximo a la neutralidad. El precipitado de color pardo rojizo se 
dejb secar en estufa a 60 "C durante 24 horas y se molió con un mortero'hasta conseguir 
un polvo fino. Los hidróxidos de Cu, Zn y Al siprepararon en el laboratorio a partir del 
C Ü S O , . ~ ~ , ~  (Panreac PRS), ZnSO;H@ (Panreac PRS) y ~ ~ A I K ( ~ ~ , ) ; ( P a ~ e a c  PA) - - 
mediante un  roced di miento similar al anteriormente descrito, aunque el contacto con el agua 
F 
de lavado se limitaba a unos minutos. El óxido de Mn se elaboró a partir de permanganato 
potásico en etanol caliente. 
El óxido de hierro sintetizado fue identificado mediante difractometria de rayos X 
e n  un difractómetro" ~iemens A-501", utilizando radiación monocromática de CU K, 
(h=1,54184 A). La recogida de datos de intensidad se llevó a cabo cada 0,04" (20 ) con un 
tiempo de contaje para cada pasode dos segundos. Las condiciones de trabajo fueron de 
40 KV y 25 -.A, seleccionando rendijas de divergencia de 1 " con el fin de asegurar la 
completa iluminación de la superficie de las muestras 10°20. El experimento de difcacción 
de rayos-x se realizó a 2&1° C, barriendo un rango de 20 entre 10 y 70°.En la figura 7 se 
'presenta el difractograma obtenido. En el que se puede comprobar que se obtuvo una fase 
ferrihidrita de 6 líneas, similar a las descritas por Drist y col (1993). 
La determinación de la superficie especifica se realizó en un equipo AUTOSORB, 
mediante degasificación previa de las muestras durante veinticuatro horas y posterior 
adsorción de N, a -196 "C La superficie especifica del materialfue S,,,= 220 m2/g 
. 
1.4.2. Suelos, de uso agrícola. Caracterización. 
Se utilizaron dos suelos; una mezcla de materiales para obtener un suelo de 
composición conocida, controlada y de características similares a las de un suelo calizo. 
que se denominará patrón de suelo (Lucena y Bastones, 1993) y un segundo suelo agrícola - 
procedente de Bétera (Valencia) donde se des&rollaba el ensayo de campo sobre cítricos.. 
Para preparar el patrón de suelo se mezclaron los siguientes materiales de acuerdo 
con ¡a composición elemental media de suelos calizos descrita por LindSay (1979): a) 50 
% Arena de cuarzo'normalizada no 3 (0,5 m< 4 < 1 , 5  m) lavada al ácido (Instituto . . 
Torroja C.S.I.C., Madrid); b) 15 % Arcilla Ca-Montmorillonita Stx-1 (Gonzales County, 
Texas, EE.UI1.); c) 5% ~ r c i l l a  Ilita M t - 2  (Silverkll, Montana, ClayMineral Repository); 
. . 
d) 2 % Materia orgánica: Turba de Buyos (Tolsá S.A.); 19 % CaCO, (Probus); e) 1% 
Dolomita y f) 8% Óxidos: 7% FeOx, 0,s % AlOx, 0,1% MnOx, 0,004% CuOx, 0,006% 
ZnOx y 0,9% CaHPO,. 

El suelo de Valencia fue previamente secado al aire y tamizado 2 mm, y se realizó 
la caracterización química según los Métodos Oficiales de Análigs para suelos 
(M.A.P.A.1994). 
El análisis granulométrico se hizo por sedimentación según el método del 
densímetro de Boyoucos Se determinó pH en pasta saturada de H20 y KCI 
respectivamente y conductividad eléctrica también en pasta saturada 
La materia orgánica se evaluó por oxidación con dicromato potásico en medio 
sulíürico y posterior valoración por retroceso con sal de Mohr (sulfato ferroso-amónico). 
El contenido en caliza activa se determinó por el método empírico de Galet (1947) 
y el de caliza total por el método de Williams (Comisión de Métodos Analíticos, 1984). Se 
hizo una extracción con ABA-DTPA, según el método de Soltanpour y Schwab (1977) para 
la extracción de macro y .microelementos, determinándose posteriormente por 
espectrofotometría de Absorción Atómica. 
Los resultados obtenidos para el análisis del suelo de Valencia se muestran en la 
tabla 6. 
1.4.3 Ensayo de agitación 
El método de interacción utilizado se basó en los estudios previos de Olmos (1993, 
1998), donde se estableció como tiempo de interacción óptimo 3 días La dosis utilizada era 
análoga a la aplicada en el ensayo campo de Valencia, considerando que la recomendada 
por el fabricante eran aproximadamente 700 gramos de humato por cada 1000 Kg de suelo 
Los productos se adicionaron al suelo mediante bandas, a ambos lados, de cada árbol, con 
objeto de que su dispersión en campo fuera la menor posible y mayor la asimilación por 
raíces En base a estas cantidades y con el propósito de no acumular errores analíticos, se 
tomaron 0,01 gramos de cada uno de los humatos por gramo de suelo, cantidad que se 
estimó suficientemente ajustada A continuación se expone el desarrollo del ensayo 
Tabla 6 Características del suelo de Valencia 
Color (tablas Munsell) SYRSIGREDYELLOW 
Textura: 
Arena (diámetro de particula 2.00-O,OZ'm)% 
Limo (diámetro de particula 0.02-0,002 mm)% 
Arcilla [diámetro de particula<O,002 m ) %  
Textura clasificación internacional 
pH (saturación suelolagua) 
pH (saturacibn, sueloKCI) 
Caliza tota'% 
Caliza activa % 
. . 54 
22 
23 
Franco arcillo arenoso 
Nitrógeno Kjeldahl % . . 0.14 
M.O. Osidable 
C M  
Fósfoío soluble (Olsen, mg.Kg-') 
Macronutrientes (&*acto Soltanpour, cmol;Kg") 
K 
Na 
Ca 
ME 
Micronuuientes (extracto Soltanpour, mg.Kg-') 
Fe 
Mn 
En botes de propileno de 50 m1 se adicionaron cantidades de Doliron y Aquamato 
femco, mezclándose con los siguientes materiales: 
a) 1 gramo de Montmorillonita calizastandard Stx-1 
b) 1 gramo de ácido humico 
c) 0,5 gramos de Fe(OH), 
. d) 2 gramos de CaCO, 
e) 5 gramos de patrón de suelo calizo 
f) 5 gramos de suelo de Valencia . . 
Se realizaron tres repeticiones de cada uno de los materiales ensayados, además de 
los blancos de cada uno de los materiales y suelos, sin adicionar las sustancias húmicas El 
sistema se suspendió en 20 mi de agua destilada y se mantuvo, en oscuridad y agitación, 
durante una hora en baño termostatizado a 25 "C 
Tras un periodo de incubación de 3 días en oscuridad y a 25 "c,' los extractos 
fueron entonces filtrados y enrasados a 25 ml para determinar los macro y micronutri'entes 
solubilizados al cabo de ese tiempo. 
. . 
Para obtener los nutrientes disponibles para cada material y suelo, se realizó a cada 
uno de los precipitados tras el ensayo de interacción una extracción para nutrientes en 
suelos calizos mediante el método ABA-DTPA (Soltanpour y Schawb, 1977) 
Las concentraciones de los macro y micronutrientes, tanto solubilizados como 
disponibles, fueron determinadas por espectrofotometría d e  Absorción Atómica. A fin de 
prescindir del elemento proporcionado por el material, tanto en la solubilización como en 
la extracción, el porcentaje de incremento en elemento se calculó por la diferencia del valor 
obtenido para cada muestra con el blanco. De acuerdo con la ecuación 3 :  
[elemento], 
donde; [elemento] representa la concentración del elemento (mgKg'') que se solubiliza o 
se extrae tras la interacción del fertilizante con el material o el suelo y [elemento], indica 
la concentración del elemento (mgKg-') que se solubiliza o se extrae del material o suelo 
en ausencia de fertilizante. . . 
. , 
1.1. Análisis de los p;oductoi según los métodos oficiales 
~. 
, 
. En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos para el análisis químico del 
Aquamato férrico y del Dolirpn de acuerdo con los métodos descritos e el punto l .  1 del 
apartado de materiales y metodos de este tercer capítulo. 
Dado el origen del  Doliron y del Aquamato férrico, inicialmente se supoian 
contenidos elevados de materia orgánica. En el caso del Aquamato férrico se confirma esta 
previsión, alcanzándose valores superiores al 40 % para la materia orgánica calculada por 
calcinación. Por el contrario, esta proporción se reduce casi a la mitad en el Doliron. Como 
puede observarse en la tabla 7, la materia orgánica oxidable no coincide con estos mismos 
valores, siendo 'considerablemente menores. . . 
' 3  El pH del extracto, tanto en agua como en KCI es ligeramente ácido para ambos, 
lo que facilitaría la absorción del Fe por la planta en terrenos calizos. La conductividad 
eléctrica en el extracto acuoso es 1,91 mS.cm-' para el Aquamato férrico y 5,25 mS,cm-'. 
para el Doliron, valores éstos que en principio, permiten sostener que la aplicación del. 
producto no debena ocasionar problemas de salinidad. 
En el caso concreto del Aquamato férrico, el porcentaje de materia orgánica 
obtenido por calcinación es de 44 % y el contenido en N está próximo al 0,8 %. Como 
resultado-la relación CíN de 23 s e  considera bajalo que favorece la mineralización de los 
residuos orgánicos y la liberación del N. Mientras que una relación CíN 2 50: 1 produce que 
como fuente de energía los microorganismos de suelo inmovilicen parcial o totalmente el 
N del suelo, utilizando el C (Edwards y col, 1995). Existen autores que consideranla 
relación C/N baja cuando es inferior a 20 (Ahrens y Farkasdi, 1969), sugiriendo niveles 
superiores a 3 0  cuahdo se produce bloqueo biológico del N asimilable del suelo (Stevenson, 
. . 
1986). En este caso se espera que el N pase a formas inorgánicas disponibles para el cultivo. 
se&" algunos autores el aporte de compoit maduros de RSU o mezclas de basuras urbanas 
Tabla 7:Análisis químico del Aquamato fémco y del Doluon 
Aquamato fémco Doliron 
Porcentaje de humedad 1 I 3 0 %  
(g. 100 g-' materia húmeda) 
Porcentaje de cenizas 62,53450 8 1.4I0,I 
(g. 100 g-' materia seca) 
Análisis elemental CHN C 17.5 8.37 
(g. 100 g-' materia seca) 
H 2,77 1.43 
- 
relación CiN 
Materia orgánica oxidable 20,Ml.l 6,4iO.5 
Materia orgánica por calcinación 44,7*0,8 22i1 
pH (1125 en extracto agua) 6,28*0,06 5.82 
pH (1125 en extracto KCI) 6,3010.02 5.57iO.03 
CE (extracto en agua 1 :2SmS.cm-') 1.91iO,O2 5.25iO.01 
Macronutñentes totales Ca 3.0810.18 12.9M.8 
(g. 100 g-' materia seca) Mg 0.206*0,0 1 4.20M.2 
K O,O26X),O I 0,053iO.02 
Na O, 162i0.07 0,21*0,13 
Micronutnentes totales Fe 18,01*0,3 5.10*0,4 
(g. 100 g-' matena seca) Mn 0,029810,0006 0,O 14 15i0.0004 
Cu 0,006610,004 0,0030*0,0002 
Zn 0,0034iO.0008 0,001 9I0,OOO 1 
Macronutnentes emaibles Ca 800 
(ug .g-' materia seca) Mg 330 
K 240 
Micronutnentes extraibles Fe 369 
(ug .g-' materia seca) Mn 4.15 
Cu 77.6 
y Iodos residuales con relaciones de CíN inferiores a 20 dan, por lo general, lugar a - .  
aumentos signiílcativos de la concentración de N en planta (Teman y Mays, 1973; Duggan 
y Wiles, 1976), aunque también se ha observado que en semilleros cultivados con tres 
fuente de N inorgánico diferentes (urea, NH, y NH,OH) y estiércol para ajustar CíN a 
valores inferiores a 30 se producían desequilibrios nutricionales de P, Ca y S (Lu y 
Edwards, 1995). 
El Doliron por el contrario presenta una relación CíN que se considera elevada, por 
19 que no se espera que el N seafácilmente mineralizable. El contenido de C es bajo para. 
ser considerado como enmienda orgánica, aunque la materia orgánica obtenida' por 
calcinación está alrededor del 20%. 
Los dos productos tienen un alto contenido en macro y micronutrientes totales y 
extraibles, especialmente Fe, Ca y Mg, pero sin llegar a alcanzar niveles elevados de Zn y 
Cu. Sin embargo, se observan bajas concentraciones de Mn. 
Con relación al contenido en macronutrientes presentes en el Aquamato férrico, las 
concentraciones de Ca y Mg se pueden considerar elevadas, siendo extraibles el 2,60% 
respecto de Ca total, y el 16% respecto del Mg. El contenido de K, no parece muy 
importante, pero ya hemos indicado en la introducción, que prácticamente todo el K 
presente en este tipo de compuestos, se considera asimilable por -la planta. Son muy 
valorables los elevados contenidos de Mg y Ca totales reflejados en el Doliron, aunque 
solamente se extraen el 5.y el 3% del contenido total, respectivamente. 
La proporción de Fe total, es muy sUperior tanio en el ~ ~ u a m a t o  férrico como en 
el Dotiron al resto de los micronutrientes y se correspondeal 18 % y al 5;25 % del producto 
total, eii cada caso. De estos valores tan sólo el 0.2 % del Fe total en el Aquamato férrico 
y 0,8% en el Doliron son extraibles en DTPA (Soltanpour y Schwab, 1979). Esto indica que 
el Fe se encuentra fuertemente retenido, probablemente a la materia orgánica, lo que 
dificulta en principio la asimilación por parte de la planta. La absorción de este 
micronutriente dependerá entre otros factores de su especiación en los productos de partid? 
y la formación de complejos orgánicos de Fe(II1) solubles, que impidan la precipitación de 
los óxidos de Fe y favorezcan las formas móviles disponibles para la planta. El pH del 
extracto de agua es ligeramente ácido, lo que podna favorecer la liberación de este metal. 
El resto de los micronutrientes, aunque presentan contenidos totales mucho menores 
al obtenido para.el Fe, sí parecen fácilmente asimilables por la planta dado que se extraen 
en mayor proporción que el Fe. Debe prestarse especial atención al Cu, dado que se extrae 
el 100%, quizás por su fácil asociación a las fracciones más solubles de la materia orgánica. 
2.2. Solubilidad en agua en diferentes condiciones de Ca-pE 
En la figura 8 se presentan los resultados obtenidos para los praductos ensayados, 
referidos al porcentaje de materia orgánica soluble en cada uno de los reactivos utilizados 
Se puede observar que tanto el Aquamato férrico como el Doliron incrementan el 
porcentaje de materia orgánica soluble en presencia del CaC1, Los niveles obtenidos en 
presencia del CaCO, saturado se mantienen cercanos a los del Aquamato férrico en agua, 
siendo sensiblemente inferiores para el Doliron. 
Figura 8 Solubilidad en agua y diferentes condiciones de Ca-pH 
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Las figuras 9 y 10 muestran la solubilidad tanto de la materia orgánica (%) como 
del Fe (rngL-') en medio acuoso después de cinco y diez días a diferentes pH. Las 
tendencias son claras en el Aquamato f k c o ,  donde se incrementa tanto la materia 
orgánica como el Fe total según aumenta el pH. Por el contrario, aunque sí se percibe un 
ligero incremento en el Fe liberado por el Doliron que es especialmente notable después de - .  
10 días de interacción, no se observa una mejora tan evidente como la manifestada por el 
uso de Aquamato fémco 
lnc @ r i l i c  
, Figura 9 Solub'idad de la materia orgánica (%)y del Fe (mg'L-' )procedentes del Aquamato fémco y Doluon 
en medio acuoso iras 5 dias de interacción a pH 5 ,6 ,7  y 8. 
M.O.(%) soluble Fe Irnglll soluble 
1 1 o 
--Fe Aquamato 
*M.O. Doliron 
pH inicial 
Figura 10 Solub'idad de la materia orgánica (%) y del Fe (mg.L-') procedentes del Aquamato fémco y Doluon 
en medio acuoso iras 10 dias de interacción a pH 5.6.7 )' 8. 
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Figura 11 Mecanismo de transporte por los Acidos fúlvicos a los metales desde la fase sólida a la raiz . 
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La relación FeMO mostrada en la figura 11, describe la capacidad de enlace de los 
ácidos fúlvicos con iones metálicos (Lucena y Lindsay, 1988; Lucena y De la Torre, 1994). 
A estos efectos, se considera que un enlace es fuerte cuando la relación metallácido fúlvico 
. es baja; de modo opuesto, esta capacidad es débil si existe una elevada concentración de 
metal ligada al ácido fúlvico. Si consideramos un mecanismo para el transporte de metales 
desde la fase sólida a la raíz similar al propuesto por Liidsay y Schwab (1982) para quelatos 
de Fe, según se muestra en la figura 11, reconoceremos la importancia de este transporte 
de Fe y otros micronutrientes a la raiz. Si el ligando enlazado a baja cantidad de metal 
acomplejado se aproxima a la fase sólida del suelo, formaría complejos muy estables y el 
proceso sería muy rápido. Una vez que el complejo tiene una relación F e M . 0 .  elevada 
podria movilizarse por difusión a la raiz. En estas condiciones, es fácil para la raíz liberar 
el Fe débilmente enlazado a la materia orgánica, y el ciclo volveria a iniciarse. Este proceso 
se considera más efectivo que la aplicación de quelatos sintéticos al suelo, a pesar de que ' 
sus complejos presentan una constante de estabilidad mayor que los de la materia orgánica, 
Las sustancias húmicas coloidales también pueden contribuir a estos mecanismos de 
transporte de Fe a la iizosfera, aunque el movimiento en el suelo de los complejos Fe- 
húmico sena más lento que el que se produce a través de sus verdaderas formas solubles. 
Figura 12 di elación F e N O  después de 5 dias de &teracción del Aquamato fénico y del Doliron en medio 
acuoso a pH 5,6,7 y 8. 
p H  inicial 
M.O./Fe = 1.32 e n  el producto original 
* 
Figura 13 Relación FeNO después de 10 dias de imteracción del Aquamato f h i c o  y del Doliron en medio 
acuoso a pH 5,6,7 y 8.' 
p H  inicial 
M.O./Fe = 1.32 en il'producto original 
Las figuras 12 y 13 muestran la relación FeMO, después de 5 y 10 días de 
interacción, respectivamente, en el intervalo de pH que previsiblemente pueden tener los 
suelos calizos Considerando que la relación FeAA0 inicial es 1,32 para el.Aquamato fémco 
y 1,25 para el Doliron, se observa que en ambos casos ésta incrementa considerablemente, 
aunque la influencia del pH es más significativa en el Doliron, que en Aquamato férrico 
También es el Doliron el humato que presenta una mayor respuesta con el tiempo En 
definitiva. de estos ensayos se puede destacar que tanto el Doliron como el Aquamato 
férrico son capaces de liberar Fe en condiciones de suelos calizos 
2.3 Estudio de  su interacción con suelos y materiales edáficos 
Los resultados procedentes del ensayo de interacción con materiales vienen 
reflejados en las tablas 8 a la 14. Enellas se muestra el porcentaje de elemento solubilihado 
o extraído respecto a los blancos, en un intervalo de confianza para a = 0,05. Estos 
intervalos de confianza son en algunos casos-muy elevados, debido a que la acción de los 
fertilizantes sobre los materiales produjeron notables incrementos de elemento solubilizado 
.o extraído, y a que los resultados mostraron una importante variabilidad. Debe indicarse que 
los incrementosencontrados en la solubilización o extracción de los nutrientes estudiados 
podían alcanzar porcentajes superiores al 1000%. Esto incrementos son atribuibles a la 
solubiiación o extracción del elemento. pero al ser valores relativos es importante el valor 
de referencia. Cuando la medida se efectúa respecto materiales donde no se produce 
solubilización o extracción del nutriente, es decir, el contenido del elemento en el extracto 
es próximo a cero o no es detectable, los incrementos pueden alcanzar los valores ya 
comentados, dado que este parámetro es el denominador de la ecuación 3. Aún con estas 
limitaciones, es posible observar con claridad algunas tendencias, a las que nos vamos a 
referir en las líneas siguientes. 
El hierro es, sin lugar a dudas, el elemento que presenta un mayor interés en nuestro 
estudio. habida cuenta que estos productos pretenden ser utilizados como correctores de 
la clorosis femca. Los altos contenidos totales de Fe encontrados en el Doliron y el 
Aquamato fémco no implican que este elemento se encuentre en forma disponible para ser 
asimilad6 por la planta, ya que son las denominadas formas móviles (Uren, 1984), . ~ 
básicamente FeOH2', Fe(OH),', Fe(OH),' y Fe-fulvato, los principales constituyentes del 
Fe soluble y, por tanto, las que puede proporcionar Fe3' a suficiente velocidad como para 
aportarlo a la planta de forma inmediata 
Tal y como viene recogido en las tablas 8 y 9 se manifestaron incrementos 
importantes en la solubilización de Fe cuando el Aquamato férrico y el Doliron 
interaccionaban con el patrón de suelo. En este último humato se aprecian además 
resultados positivos en la interacción con el suelo de Valencia y el ácido húmjco. El 
incremento tanelevado que se prodúce es debido a los bajos contenidos de Fe soluble en 
el extracto del suelo patrón en ausencia de los fertilizantes. 
Tablii 8 Incremento (%) en la solubilización de micronutnentes iras interacionar el Aquamato fémco con los 
diferentes materiales edáficos. 
Fe 6 Cu Zn ' 
Montmonllonita -24,2+1 ,S n s .  ns .  50I20 
Acido húmico -19,M3,4 -4M20 n.s. 200M500 
Fe(Off), -86,1+9,6 n.s. n.s. 510i30 
CaCO, n s .  ns .  2MIO 1 l b 9 0  
Patrón de suelo 2300*900 n.s. 550i40 900I200 
Suelo de Valencia n s .  n s .  n.s. 100-150 
Tanto la montomorillonita como el óxido de Fe favorecieron la retención del Fe 
cuando se estudiabael efecto de estos materiales sobre el Aquarnato férrico y el Doliron. 
El Fe3+ es 'uno de los pricipales cationes polivalentes responsable del enlace de los ácidos 
húmicos y fúlvicos a las arcillas, junto con el Ca2+ y el Al3+. Mientras que el primero no se 
caracteriza-por la formación de fuertes complejos de coordinación, las uniones entre las 
arcillas y lbs ácidos fúlvicos y húmicos a tiavés del Fe3' y el Al3+ son muy estables, y para 
desplazar el metai.enlazado es necesaria la presencia de un agente quelante más fuerte 
(Stevenson, 1994). Los mecanismos de adsorción pueden de dos tipos: por atracción 
electrostática mediante puentes de hidrógeno con el anión orgánico, o un segundo tipo por 
intercambio de ligando, según el cual el ligando orgánico se enlaza a un caiión, previo 
desplazamiento de una molécula de agua de hidratación. Pero cuando los minerales de la 
arcilla están rodeados de óxidos sus superficies de reacción están dominadas más por estos 
compuestos que por las arcillas. En esta ocasión se pueden producir indistintamente fuertes 
enlaces de coordinación o de intercambio aniónico. Este caso es especialmente notorio en 
presencia de óxidos de Fe(m). Los materiales húrnicos pueden interaccionar con los óxidos 
de manera s ' i a r .  Parfitt y col. (1977) describieron que la adsorción del ácido filvico sobre 
las superficies del óxido se acompañaba del desplazamiento de g i p o s  OH por'iones COO-, 
lo que indicaba el intercambio de ligando. 
Tabla 9 Incremento (%) en la solubilización de micronuvientes tras interccionar el Doliron con los dif'erentes 
materiales edáiicos. 
Fe Mn Cu Zn 
Montmorillonita -9414 24*7. ns .  -25zt8 
Acido humico 9M60 -40120 n.s. 1500+700 
Fe(OW, -7M8 n.s. n.s. n.s. 
CaCO, n s .  n.s. n s .  n.s. 
Patrón de suelo 200M1000 n.s. n.s. 1390110 
Suelo de Valencia 6000*2000 n.s. n.s. 180í90 
En el caso que nos ocupa, tanto el Doliron como el Aquamato férrico presentan 
cantidades importantes de materia orgánica y hierro. En presencia de la montmorillonita, 
la formación del complejo húmico arcilla a tavés delFe3+ impediría la solubilización del 
metal. Mientras que si la interacción se valora sobre el óxido de hierro, la unión podría 
realizarse mediante la materia orgánica según describe Parfitt y col (1977). En los dos 
casos, la formación de complejos estables favorece la retención. 
Por último cabe destacar los diferentes resultados observados en incremento de la 
solubilización de Fe tras la interacción del Aquamato ferrico y el Doliron con el ácido 
húmico, recogido en las tablas 8 y 9. En el primer supuesto, los resultados reflejan la 
retención del metal, mientras que en el segundo se produce la solubilización. Esto nos 
induce a pensar que el Aquamato fémco forma complejos más estables con la materia 
orgánica que el Doliron, y puede presentar posiciones vacantes para seguir formando 
complejos. 
. . 
Como se ha descrito en el apartado de materiales y métodos de este capitulo, se 
aplicó un extractante ABA-DTPA al residuo resultante de la interacción, con el objeto de 
solubiiar el hierro restante y de esta forma valorar el porcentaje de elemento extraíble .y 
a s ' i a b l e  por la planta. Los resultados para el incremento de los micronutrientes extraibles 
tras aplicar el método Soltanpour y Schwab (1977) al residuo resultante de la interacción 
del Aquamato fémco y del Doluon con los diferentes materiales edáficos, vienen reflejados 
en las tablas 10 y 1 1 .  
Tabla 10 Incremento (%) micronutnentes extraibles tras aplicar el método Soltanpow y Schawb (1977) al 
precipitado resultante de la interaccibn del Aquamatofénico con los diferentes materiales edáficos. 
Fe Mn Cu Zn . . 
Monthorillonita ns .  400-+100 n.s. n s .  
5 w 1 0  Acido húmico >1500 50120 23w20  
Fe(OH), 5,1*2,5 48*5 -2W 1 0 -37*2 
CaCO, n.s. 4200í700 1200*400 4001200 
Patrón de suelo 26,4*9,6 -3w10  140*70 200í100 
Suelo de Valencia -44,1&3,8 -6312 -4w20  40*20 
El efecto sobre el Fe disponible es más favorable en presencia del Aquamato férrico 
que con el Doliron. ~ s t o s  incrementos son muy pequeños, especialmete en el caso de la 
interacción del Aquamato sobre el hidróxido fémco, donde se manifiesta un ligero 
incremento en el porcentaje de Fe extraible, indicando la presencia de complejos menos 
estables que pueden ser desplazados o hierro más disponible que quizá suplir l o s  
requerimientos de la planta. Esta disponibilidad mejora en presencia de hidróxido férrico 
y especialmente tras la interacción del Aquamato férrico con el patrón de suelo. También 
se observan incrementos con reiacion al metal disponible tras la extracción sobre el Doliron 
y el Aquamato fémco con la montmorillonita, p6ro en este caso los datos no reflejan unos 
incrementos tan notables como los valores relativos. Otro caso similar al de la 
montmorillonita es el incremento de Fe tras la aplicación del Doliron con el Caco,. 
Tampoco los incrementos revelan los contenidos totales, pero se producen Para situar las 
cifras que manejamos, el contenido de hierro tras la aplicación del método Soltanpour al 
CaCO, es de 0.33 mgL1, mientras que la concentración de este elemento tras la extracción 
al residuo que contenia el Doliron son 2,0! mgL-l. 
Tabla 11 Incremento (%) micronutrientes extraibles tras aplicar el método Soltanpour y Schawb (1977) al 
precipitado resultante de la interación del Doliron con los diferentes materiales edáíicos. 
Montmorillonita 340i10 1 15130 27,619.9 2001 1 O0 
Acido humico >1300 40.4i9.7 100i90 70i30 
Fe(OH), n.s. . n . ~ .  -2033 -6OilO 
CaCO, 800i300 1300*300 n s .  200160 
Patrón de suelo n.s. -21.9i6.6 20+ 1 O 4 0 i  1 O 
Suelo de Valencia 30*10 -56*3 -55*5 -3015 
La influencia de estos productos en el aporte y movilización de Fe, no es tan elevada 
como cabría esperar de su elevado contenido en Fe, exceptuando en el patrón de suelo, 
donde si se observa incremento importante del elemento soluble y del extraíble, aunque este 
último solo en el caso del Aquamato férrico. En presencia de altos nivela de Fe, como es 
el caso de Fe(OH), los complejos que forma con la materia orgánica son bastante estables 
y la presencia de unagente quelante fuerte, como es el DTPq no afecta a su disponibilidad. 
Sin embargo, cuando su solubilidad se ve afectada por la presencia de arcillas o materia 
orgánica en suelos, reteniéndose por la formación de  agregados o complejo arcilla-metal 
húmico, el complejo es suficientemente inestable para ser afectado por la presencia de un 
agente quelante débil. 
En las condiciones del suelo de Valencia, caracterizado por un contenido importante 
de Fe y materia orgánica, se manifiestan diferentes efectos de los humatos sobre la 
solubiación y disponibilidad del hierro. Cuando en el Aquamato férrico se evalúa el hierro 
soluble, no se aprecia ningún incremento respecto al del material, y además los complejos 
. . 
son muy estables, pues el contenido de Fe disponible disminuye respecto al extraido del 
material., Sin embargo, en presencia del Doliron no sólo se observa un incremento 
destacable del Fe soluble, sin? que además tambikn lo hace su disponibilidad. A la vista de 
estos resultados, el Doliron debería ser más positivo que el Aquamato femco para.suplir 
- la deficiencias de Fe e" plantas cultivadas en un suelo igual o similar al 'de~alencia.  
Tabla 12 Incremento (%) en la solubilización de macronutiientes iras interaccionar el Doliron con los diferentes 
materiales edáiiws 
Acido htimiw n.s. ns. 1302~80 ns. 
'Patrón de suelo 180+40 30*8 34.M90 2016 
Suelo de Valencia 4M30 3M10 16M10 22.1*0.99 
El resto de los micronutrientes, tanto solubles mostrados en la ya indicadas tablas 
8 y 9, así como ekraíbles, recogidos en las tablas 10 y  11, se detallarán a continuación. s.C U 
. . 
El efecto de la materia orgánica sobre la complejación del Mn debe ser considerado ., 
con relatividad. Si bien tieneuna elevada capacidad para acomplejar el Mn, el Mn orgánico 
solamente es importante en aquellos suelos donde existe un contenido apreciable en materia 
orgánica. En comparación c6n otras trazas metálicas, el Mn no se puede definir como fuerte 
o débilmente acomplejado por la materia orgánica (Bloom y  Mc Bride 1979), por lo que 
su comportamiento dependerá de otros factores. La solubilizaciói del Mn tras ia interacción 
del Aquamato fémco con los materiales edáiicos no es destacable, a excepción de una ligera 
retención sobre el ácido húmico tal y como viene indicado en la tabla 8.  En el Doliron, el 
Mn se solubiliza de todos los materiales, a excepción del ácido húmico (tabla 9). El Mn 
extraííle se extrae de todos los materiales y se retiene en los dos suelos, tal como se recoge 
-enlastablas 1 0 y l l .  
No se refleja influencia sobre la solubilidad del Cu ya que todos los valores 
obtenidos enel ensayo de determinación del elemento soluble en todos los materiales, son 
próximos al blanco ( tablas 8 y 9). Ahora bien, donde es más evidente la influencia del Cu 
es en el elemento extraible. Este se incrementa en todos los casos, excepto con el suelo de 
Valencia, el hidróxido fenico y montmorillonita. Siendo, además, estas diferencias mayores 
cuando se aplica el Aquamato fémco que cuando el producto utilizado es Doliron (tabla 
11). 
Respecto del Zn, se obse& una intluencia relevante que, como en el caso del Cu, 
es superior con el Aquamato fémco. El elemento soluble se incrementa en todos los casos, 
sobre todo en el patrón de suelo y ácido húmico, y n o  lo hace frente a las arcillas. 
Asimismo, el Zn extraible se incrementa todos los casos, a excepción del Fe(OH),. 
Los resultados obtenidos para el incremento en la solubilización de macronutrientes 
tras interaccionar el Aquamato férrico o el Doliron con los diferentes materiales edáficos 
se recogen en las tablas 12 y 13.' El incremento de macronutrientes extraíbles tras aplicar 
el método Soltvpour y Schawb (1977) al residuo resultante de la interacción del Aquamato 
férrico y Doliron con los diferentes materiales edáficos se muestra en las tablas 14 y 15. 
La solubilidad del Ca, tablas 12 y 13, se incrementa en general para todos los 
materiales y suelos estudiados tratados con Aquamato férrico y Doliron, exceptuando el 
ácido húmico y la montorillonita para el Aquamato ferrico. Tampoco se observa una 
respuesta directa del Doüron en suelo de Valencia en relación con este elemento (tabla 13): 
Siendo los valores obtenidos en estas condiciones próximos al blanco. Por lo que se refiere 
al Ca extraible, tablas (14 y 15), se observa retención en suelos y Montmorillonita, 
probablemente como consecuencia de la formación de agregados estables. Los incrementos 
más importantes para ambos casos se muestran en el ácido húmico y el Fe(OH), cuando se 
aplica el Doliron. 
Aunque respecto del potasio se ponen de manifiesto incrementos muy elevados del 
elemento soluble (tablas 12 y 13) los valores obtenidos son muy próximos a los encontrados 
para el blanco, lo que permite deducir que existe mucha variabilidad en los resultados, 
especialmente en el caso del Doliron. Por lo tanto no se han considerado estas variaciones 
suficientemente representativas. 
Tabla 13 Incremento (%) en la solubilización de macronutnentes tras interaccionar el Aquamato fénico con 
los diferentes materiales edáficos 
- - 
Montmorillonita n.s. 80-140 n.s. 70-120 
' Acido húmico -2 1 I 3  40-120 n.s. -1554 
CaCO, 1 160180 n.s. 530120 4 1  1 
Patrón de suelo 25,115.6 50-120 n s .  n.s 
Suelo de Valencia 14,1*5,8 8 . M . 8  17,513.7 3 I 2  
Igualmente, se ha observado un ligero incremento del K extraible, respecto a l  patrón 
,. . , 
de suelo, tanto si el producto añadido es Aquamato férrico, indicado en la tabla 14, como 
si lo es el Doliron, mostrado en la tabla 15. Aunque es cierto que se observa una ligera 
retención en el suelo de Valencia. El resto de los valores en matenales son próximos al 
?! 
blanco. 
-i 
Tabla 14 incremento (%) macronutrienies exiraíbles tras aplicar el método Soltanpour y Schawb (1977) al 
precipitado resultante de la interacci6ii del Aquamato férrico con los diferentes materiales edáficos. 
Ca K ~g Na 
Monmorillonita -1 1&8 I O(H60 4216 -30-110 
Acido humico 6&10 161%4 2918 n.s. 
Fe(OH), 9&50 n.s. n.s. -1953 
CaCO, 3,&0,14 n.s. n.s. -4&t10 
Patron de suelo -3.64iO.2 8&20 20-110 n.s. 
Suelo de Valencia 17I7 -3(H10 -40-120 -40-120 
Pasando a referimos al magnesio soluble, después de haber aplicado Aquamato 
férrico (tabla 12) no se ha constatado que se vea afectado, excepto un incremento en el 
suelo de Valencia y en el CaCO,. Sin embargo, el Doliron (tabla 13) produce importantes 
incrementos generalizados de este elemento. Los niveles obtenidos en todos los materiales 
y en los dos suelos han de ser interpretados en el sentido de considerarlo como un aporte 
exclusivo de Mg nativo del producto. El MgZ+ es un catión poco ácida, por consiguiente 
bastante estable en medio acuoso. 
Tabla 15 Incremento (%) macmnutnentes extraibles Iras aplicar el método Soltanpour y Schawb (1977) al 
precipitado resultante de la interacción del Doliron con los diferentes materiales edáficos 
Montmorillonita -25i8 n.s. 601i0 -65i8 
Acido húmico 40i10 40120 48Oi30 26i2 
Patrón de suelo -4.0i 1.3 2 1,6346 30120 -1016 
Suelo de Valencia - 16*7 -4019 1813 - 14i9 
Con relación al Mg extraíble, se observa en este caso un aumento respecto a los 
blancos en los dos productos. No obstante, los incrementos hallados en el Aquamato férrico 
son más ligeros como se recoge en la tabla 14, especialmente cuando se trata de la 
Montmorillonita y el patrón de suelo. Los datos obtenidos con la aplicación en el suelo de 
Valencia muestran importantes incrementos en aquellos casos donde fue aplicado el Doliron 
(tabla 15) siendo menos importantes, sin embargo que los alcanzados con el Mg soluble. 
Por último, nos ocuparemos del sodio que es un elemento que en altas 
concentraciones puede causar problemas de salinidad, lo que exige que debe ser controlado. 
Con relación a la solubilización de Na no se aprecian importantes modificaciones respecto 
al blanco cuando se aplica el Aquamato fémco a los dos suelos y materiales estudiados, 
'(tabla 12) exceptuando la aplicación sobre el Fe(OH), y la montmorillonita. En estos dos 
últimos materiales se observa un incremento del elemento soluble. Similar comportamiento 
aparece en las aplicaciones de Doliron (tabla 13) aunque con un ligero incremento del Na 
solubilizado en suelos, tanto en el patrón, como en el suelo de Valencia. 
El elemento extraíble presenta valores próximos al blanco en todos los casos y en 
las dos .apliCaciones (tablas 14 y 15): En conseiuencia, no cabe predecir, en principio, 
, 
problemas dkivados del exceso de sodio en suelos, por el empleo de cualquiera de estos 
dos product'os, salvo en el caso en el que los contenidos de materia orgánica sean muy 
elevados, pero nótese que no es este el objetivo al que se poyecta la utilización de este tipo 
. . de materiales. 
De los resultados expuestos podemos indicar que la presencia Fe y materia 
. . 
orgánica influye decisivamente en el comportmient6 de micra y micronutrientes solubles 
y aisponibles trar. la interacción del Aquamato férrico y el ~ o l i r o n  con los materiales del 
strelo. Esta influencia se manifiesta en las arcillas con la retención de Fe soluble y el 
iticremento del Na y K soluble, consecuencia de laform&ón de comp¡ejos férricos más 
. , 
estables. En el resto de los elementos sólo se observa efecto sobre el contenido en Zn 
' solrrble que reflea un incremento esperado, dada la menor estabilidad de sus complejos. 
Con relación al elemento extraible sobre este material, la tgtidencia indica la retención .. . 
de los iones iri y divalentes, a excepción del Mn y Mg. En el caso particular del Doliron . , & i 
.-;;i 
se debe11 considerar los elevados contenidos de Mg y Ca nativos que dan ltrgar a 
iticr&entos del elemento soltrble y del ixtraible, indeperzdientemetite del tipo de material, )e 
- - especialmente signIficafivos en el caso del Mg. 1 
< " :* 1 
La conclitskín más destucable de la interaccióti de los dos productos sobre el . .j 
fi(OH),, fue la retención de Fe con el aquamato ferrico hecho ya mencionado y 
consecuencia de la aakorcion de la materia orgánica sobre la superjcie del óxido. La 
. 
' segunda concltrsión, es la solubilización delCa y el Zn que, como ya se ha cometttado, 
. . fomzan complejos menos estables. Además, en el caso concretodel Doliron se aprecia de 
mrevo solr~bili~ación del Mg. Los daros obteriidos re.specti la meaida de elemento extraible . 
fras 1a.ititeracción del Aquamato férrico sobre los óxidos de hierro, revelan la existencia 
de ps~ciones m& lábiles donde el Fe puede ser de~ylazado por un agente quelantef2rerte, 
tal y como indica el incremento en el contenido de Fe extraible. También aumenta la 
disponibilidad del.Mtt y del Ca, sin embargo, la presencia de los óxidos de hierro' no 
beneJcia a la disponibilidad del Zn. Este último elemento si se ve incren~entado cuando 
el prod~icro es el Doliron. . . . . . .  ~. . . 
A excepción del Ca y el Zn soluble, el resto de los macro y micronirtrientes no se 
soltrbilizan tras la interaccibn del Aquamato férrico COJI el carbonato cálcico. Los 
elevados pHfavorecen la formación de los complejos metálicos con la materia orgánica. 
muy estables como revelan los resultados de la posterior aplicación al residuo de fin 
extractante Soltanpotrr y Schawb (1 977). Sin embargo, aunque se aprecia la retencióri del 
Fe solzrhle tras la interacción del Doliron sobre el carbot~nto cálcico, el Fe disponible 
aumenta en esta ocasión, de la misma forma que lo hacen (os nticronirtrientes. 
El Aquamato jérrico paréce alcanzar los reszrltados adectrados a nuestro objetivo 
tras su interacción sobre patrón de suelo. Tanto el Fe soluble como el extraíble se ven 
favorecidos, de forma análoga al resto de los micronirtrientes, a excepción del M ,  
exfraible.  erice ser destacada la retención qtre se observa en el Ca extraíble. 
Es en el strelo de Valencia donde el Dolirot~ aparece como el n~ás efectivo, con 
relación a la disponibilidad del Fe. Lafotmación de complejos solubles afecta u todos los 
' 
macromtírientes y títzicamente a unmicrortuíriente el Zn, pero en presencia de ABA-DFPA 
se incrementar1 el resto de los micronzrtrientes y el Ca. En estas mismas condiciones se 
favorece. asímismo. Información de complejos huoltibles y estables de Fe. Czr y MI, en 
presencia de Aqtramato firrico. 
iV. ESTüDIO DE LA INTERACCIÓN Fe- 
MATERIA ORGANICA POR 
CROMATOGRAFIA DE PERMEACI~N 
SOBRE GEL 
Se ha utilizado la cromatografía de permeación sobre gel para estudiar las 
interacciones metalo-húmicas, basándose en el hecho de que los complejos fokados  entre 
los metales y las macromolécui'~ se excluyen en mayor o menor eitensión del gel, mientras 
que los metales libres penetran completamente en el, permitiendo d e  esta forma la 
separación de los dos (Mantoura y Riley, 1975). Por otra parte, la distribución de estos 
complejos en el gel en. función de sus pesos moleculares y el posterior análisis de las 
fracciones, hace posible caracterizar el comportamiento químico del metal frente a la 
sustancia húmica (Kuiters y Mulder, 1991). 
Con el fin de estudiar la interacción de Fe con la fracción orgánica del Aquamato 
fénico y sus posibles implicaciones en el aporte de Fe a la planta, se diseñó un exper¡mLnto 
de fraccionamiento por croma'tografía de permeación sobre gel. Se ensayaron dos 
extracciones, una en medio básico y otra en medio acuoso. A través de la extracción 
alcalina se obtiene toda la fracción orgánica soluble en medio básico, y el hierro asociado 
o adsorbido a ella. La extracción en medio acuoso permite, por su parte, la caracterización 
de los complejos de hierro Solubles en agua. 
1.1. Extracto alcalino 
1.1.1. Extracción alcalina 
El Aquamato fémco se secó en estufa de aire forzado a 50°C durante una noche. 
Posteriormente fue molido manualmente con un mortero de porcelana y se pasó a través 
. . 
de un tamiz de  2 mm de diámetro. Para obtener el extracto orgánico total, se añadieron 
50,02 g del Aquamato fémco a 500 m1 de NaOH 0,l  M (reactivo analitico). La elección de 
este extractante se fundamentó en su mayor efectividad, ya que pemite obtener 
aproximadamente dos terceras partes de la materia orgánica (Stevenson, 1994). Es 
~. ~ 
conocido, no obstante, que cuanto más alcalinas sean las condiciones y el periodo de tiempo 
consumido en la extracción; mayores serán los cambios químicos que se producen en el 
material extraído (Brenner, 1950). Para minimizar estoscambios químicos, especialmente 
aquellos que se pueden producir debido a la autoxidación, la solución NaOH se burbujeo 
con N, durante una hora. 
La extracción alcalina, como muestra la figura 14, se realizó durante 12 horas, en 
constante agitación magnética y burbujeando 'intermitentemente N, gas. Al cabo de ese 
tiempo, la solución fue centrifugada durante 15 minutos a 3000 rpm, guardándose el 
sobrenadante. Sobre el precipitado se practicaron cuatro extracciones sucesivas. Cada 
extracción se lavó separadamente en tubos de diálisis Visking (Medicell International Ltd. 
Size 10 Int. Dia. 31,7 rnrn) hasta que el pH del agua de los lavados se aproximó al del agua 
Millipore (aprox 6,5), dándose en este momento por eliminados los iones Na'. 
Figura 14 Esquema de la extracción alcalina 
Presa4 Precipitado 1) ~ . - i b ~ . b ~ i ~  
3) D'dl~ir 
3) Dillikis 
huu pH 6.3 1) EiinrciEin s l u l i n i  
E x t r i e e  1 
- 
Eltncto 4 
3 ) D i  Rceipitado 
h.rYPH6.5 
En la primera extracción, se necesitaronun total de dos semanas, con cambios de 
agua de la diálisis con una frecuencia de media hora. Para las tres últimas extracciones, el 
lavado fue mas rápido consumiéndose sólo una semana. Todas las soluciones obtenidas tras 
la diáiisis se unieron, dándoles la denominación de Extracto húmico total (EHT). También 
IV l n f & a c u a n ~ ~ n  . , ..' r .  
se mantuvieron (500 ml) de la primera extracción alcalina, a la que se denominó Extracto 
húmico m). 
Un volumen del extracto húmico total (400 mi) se congeló con N, líquido y se 
- iiofikó durante una noche, dando lugar a 3 10 mg de sólido procedente del extracto húm~co 
total mT), así denominado para facilitar la descripción del ensayo 
Durante la diálisis del extracto hú&o total, principalmente en los primeros lavados 
y cuando el pH del agua de la diálisis superaba el valor de 9,5, se observó una coloración 
.amada en el liquido que atravesaba la membrana. Esta coloración, en principio no deseada, 
podría corresponder a complejos de hierro o ácidos fúlvicos que presenten un tamaño 
molecular menor al tamaño del poro de la membrana. Para conocer la naturaleza del 
material y sus posibl&s asociaciones con el hierro, se tomaron 200 m1 de esta solución y se 
iiofiljzaron, previamente congelada con N, liquido. De este proceso se obtuvieron 4 mg de 
sólido al que se denominó extracto del agua de dialisis (EAD). No se observaron más 
, pérdidas por coloración del agua de lavado a pH inferiores de 9,s. 
1.1.2 Caracterización del extracto húmico total sin fraccionar. 
Previo al fraccionamiento, se realizó el estudio de caracterización del extracto 
húmico total (EHT) atendiendo asus  características e s ~ e c t r o s c ~ ~ i c a s ,  análisis elemental y 
contenido total de Fe. Un esquema de las operaciones realizadas se muestra en la figura 14. 
El sólido procedente de la lio%ciÓn del extracto húmico total (10 mg) se disolvió 
en 25 ml de NaOH 0,1M, obteniéndose su espectro de absorción uvlvisible entre 200 y 800 
nm y se calculó la relación EJE,. El espectrofotómetro utilizado fue un aparato Shimazdu 
UV- I60A W. 
El contenido en Fe total se midió por absorción atómica, para lo cual se tomaron 
1 ml de la disolución alcalina anterior y se añadieron 10 mi de HCI 1 : l .  
. , 
. . 
~. 
La absorción en el in6arojo del EHT se midió en un espectrofotómetro BRUKER- 
IFS66V. Se partió de 1 mg de muestra sólida y 100 mg KBr, previamente desecado. La 
mezcla se trituró finamente en un mortero de ágata y se comprimió en un troquel especial 
a una presión de 700 a 1000 Kgcm-2 para obtener un disco transparente, que se colocó en 
e l  haz del instrumento para su análisis espectroscópico. Tanto el mortero de ágata como el 
troquel, se lavar;on previamente con metanol, para evitar las interferencias resultantes que 
a menudo presentan bandas a 3450 y 1640 cm-', debidas a la humedad. Separadamente se 
realizó el análisis elemental de C, H, N y S con un aparato Perkin Elmer CHNSO Analizer 
240 111. 
1.1.3. Ensayos de fraccionamiento.. 
En los ensayos de fi-accionamiento del material orgánico, todo el material de vidrio 
se lavó cuidadosamente con jabón especial para uso de laboratorio,. aclarándose 
posteriormente con agua destilada. Se dejó durante una noche con HNO, al 2% (reactivo 
para análisis), para eliminar todas las posibles trazas metálicas, volviéndose a aclarar con 
agua destilada y durante dos horas en agua Millipore. El material de vidrio se dejó secar en 
una estufa a 30" C, y una vez seco se tapó con plastico hasta su utilización. 
El esquema de los ensayos de fraccionamiento para el extracto húmico total viene 
dado en la figura 15, mientras que otro esquema general para la cromatografia de gel y las 
posteriores determinaciones en cada fracción pueden verse en la figura 16 
Como se describe en la figura 15, se realizaron dos ensayos de fraccionamiento por 
Cromatografja de permeación sobre gel del extracto húmico total, utilizando dos eluyentes 
diferentes, agua y NaOH 0,lM Cuando el eluente seleccionado fue el agua, se utilizaron 
Sephadex G-25, G-75 y G-200 En la elucion alcalina el fraccionamiento sólo se realizó con 
Sephadex G-25 y G-75 
En cada una de las fracciones obtenidas se midió el contenido en Fe total por 
espectofotometria de A.A., y se realizaron los espectros de absorción y FTIR, tal y como 
' se recoge en la figura 16. 
ff! 
1.1.3.1. Fraccionamiento del Extracto húntico en Sephadex G-75 .e S 
' Este primer ensayo de fraccionamiento se realiz6 con el Extracto humico liquido, -;a ; 
procedente de la primera extracción alcalina con el nombre extracto húmico, así se . : p  . !  
denominó a la alícuota de la primera extracción alcalina, ver figura 14, que se conservó a 
.,; i 
fin de caracterizar los complejos metalo húmicos que se extraen inicialmente. 
Para este primer ensayo de fraccionamiento, se escogió Sephadex G-75 (Pharmacia 
Fine Chemicals), capaz de separar moléculas con pesos moleculares comprendidos entre 
1.000 y 50.000 daltons. Se preparó una colun& de vidrio con Sephadex G-75 (2,5 cm x 
30 cm de Sephadex, volumen de exclusión 37 ml), previamente empaquetado con agua de 
Millipore. El volumen de exclusión de la columna se determinó con Dextrano an i l  
(Pharmacia Fine Chemicals). Se tomaron un total de 24 fracciones. Las numeradas de 1 a 
4 contenían un volumen de 10 ml, mientras que las fracciones 5 a 24 contenían 5 ml, 
tomándose un volumen total de 140 ml. 
Con posterioridad al Fraccionamiento, se realizaron los espectros de absorción en 
las regiones ultravioleta (200-350 m) y visible (400-800 m) de cada una de las Fracciones, 
(UNICAM UV2-100 uvlvisible spectofotometer v3.32). Se usaron la absorción a 465 nm 
y la relación E,/E,, a fin de realizar análisis cuantitativo y caracterizar los ácidos fúlvicos 
y húmicos, respectivamente. 
I u 'h 1 correspondiente espectro de 
Se tomó una alícuota 
Figuraló: Esquema de los ensayos de fraccionamiento por 
Cromatograíia de permeacion sobre gel. de 2 m1 de cada fracción que 
Esmcto  hiimico total 
A 
infrarojo con Transformada de 
Fourier en un aparato Biorad 
digital divisionS~~-3200.  Las 
-fue liofilizada para realizar su 
I .p ( muestras se prepararon como 
Elución con fnccionss 
5 m1 elueute 
Fe total 
A.A. Espectro 
de Absprción 
se ha indicado en el apartado 
1.1.2 de este capítulo, para la 
determinación del espectro de 
infrarojo. 
Debido a que no se 
pudo medi el Fe, se realizó un 
segundo fraccionamiento para 
determinar el Fe total 
contenido en cada fracción. Se 
utilizó la misma columna y 
I condiciones cromatográficas, 
sólo que en este caso se recogieron las bandas completas que presentaban el mismo color. 
Como consecuencia, cada fracción presentaba diferentes volúmenes. 
El Fe total fue determinado por absorción atómica (UNICAM 929 atomic 
absorption spectrometer), previa digestión ácida de 1 m1 de cada fracción en las cuales se 
añadieron 75 m1 HCI cc y 25 m1 de HNO,cc, llevado a sequedad y enrasado a 25 ml con 
HCI 1 M Para determinar el contenido de Fe total del material sin fraccionar, se trató de 
la misma manera, una alícuota de 10 ml del extracto orgánico total procedente de la primera 
extracción. 
1.1.3.2. Fraccionamienlo del extracto humico folal 
. . 
Un esquema del fraccionamiento del Extracto Húmico, total ha sido descritoy 
puede verse en la figura 15. 
A) Elución con agua . . 
En todos estos ensayos de fraccionamiento el Sephadex se preparó con agua de 
Millipore y los volúmenes de exclusión fueron calculados con Dextrano azul (Pharmacia 
FineChemicals), siendo el eluyente utlilizado, en todos los casos, agua Millipore. El 
material orgánico departida estaba liofilizado y se añadieron 10 mg de éste previamente 
disuelto en 5 mi de agua Millipore. 
Sephadex G-25 
Se-preparó una columna en Sephadex G-25 capaz de separar moléculas con pesos 
moleculares comprendidos en un rango de 100-5.000 daltons. La columna presentaba un 
volumen de exclusión de 40 ml (2,5 x 30 cm de Sephadex): s e  disolvieron 10 mg del 
extracto húmico total en 5 ml de agua que se eluyeron por la columna. Se tomaron 18 
fracciones de 5 mi cada una. Sólo se recogieron las bandas coloreadas. De cada fracción se 
tomó una alicuota de 1 ml, que se digirieron con HCI conc. y HNO, conc. y se enrasaron 
en 25 mi de HCI IM, determinar por espectofotometría de absorción atómica (Unicam 
929 atomic absorption spectrometer) el Fe total de cada fracción. 
Sephadex G-75 
Se procediD como en el caso del Sephadex G-25, presentando la columna las 
mismas dimensiones. El volumen de exclusión de la columna era de 40 mi. Se tomaron un 
total de 28 fracciones de 5 ml cada una. El Fe total se determinó de la misma manera que 
en el caso del fraccionamiento con Sephadex G-25. Se observaron dos bandas, la primera 
marrón (fracción 8- 10) y la segunda amarilla (fracción 1 1-1 8). 
Sephadex G-200 
Se preparó una columna de Sephadex G-200, que separa moléculas con un peso 
molecular comprendido entre 5.000-200.000 daltons, de las mismas dimensiones que las 
utilizadas para los fraccionamientos con Sephadex G-75 y G-25. En este caso se dejó una 
noche antes de ser utilizada para que el Sephadex G-200 se asentara bien. Se disolvieron 
10 mg del'extracto húmico total en 5 mi de agua y se eluyeron por una columna que 
presentaba un volumen de exclusión de 40 ml. Se tomaron 29 fracciones de 5 mi cada una. 
Se observaron otras dos bandas: una marrón que corresponde a las fracciones 8-10, y la 
segunda amarilla, desde la fiacción 11 a la fracción 23. El Fe total se midió en la forma que 
se ha indicado en los dos fraccionamientos previos. 
B) Eltrción con NaOH O, I M 
Sephnu'tx G-25 
. Se tomaron 10 mg del extracto humico total y se eluyeron en 5 m1 de NaOH O. 1M 
por una columna de Sephadex G-25, preparada con NaOH 0,lM. El volumen de exclusión 
de la columna era 35 ml. El sólido no se solubilizó completamente en NaOH, motivo por 
el cual se dejó decantar y la solución clara se separó del líquido. Solamente esta solución 
se eluyó en la columna. El Precipitado se solubilizó en 25 mL de NaOH O, lM, midiéndose 
en esta solución el Fe total por A . 4  previamente acidificado con HCI 1: 1. 
Se observó una banda amarilla de la fracción 11 a la 17. En la parte de arriba de la 
columna existía una banda marrón que no era soluble ni en agua, N en metanol, ni en HCI 
0,lM. Tampoco se consiguió desplazar añadiendo 8 mi de hexano y utilizando de nuevo 
.metano1 como fa& móvil. ~irectamente n cada una de las fracciones, se midió Fe total por 
A.A. y también se rea~izaron~es~ectros W y visible. 
Sephadex G- 75 
Se eluyeron 10 mg del exttacto húmico total por una.columna de sephidex G-75, 
preparada con NaOH 0,lM y con un volumen de elución de 40 ml.. ocurrió lo mismo que 
. - ' . en el caso anterior, y en consecuencia sólo se tomo la solución clara, completamente soluble 
. . 
en NaOH. 
. . 
. . 
Apareció una banda sencilla de color amarillo, idéntica al caso' anterior, que 
comprendía las fracciones 16 hasta la 24. Enla  parte superior de la columna existía una 
banda marrón. Ésta intentó mover, añadiendo dos fracciones de 4 mi cada una de hexano, 
pero no se consiguió. Se añadieron por este,orden tres fracciones que contenían 4 m1 de .. 
agua, HCI O,] N y-metanol, respectivamente. Con el último disolvente se consiguió mover 
la banda mar&, que rápidamente se volvió rosa claro, para aparecer incolora a medida que 
se iba eluyendo por la columna. A partir de ese momento se utilizó como fase móvil el 
metanol, que produjo modificaciones en la columna ya que disminuyó su tamaño, pero se 
recogieron fracciones suficientes para aseguramos que la banda oscura era totalmente 
recogida: E" total, se tomaron 57 fracciones de 4 ml cada una. Directamente en cada una, 
de ellas, se midió Fe total por AA., también se realizaron espectros de absorción molecular 
en el rango 200-700 nm. Los resultados se denominaron NaOH G-75. Las fracciones se 
lavaron mediante membranas de diálisis, hasta pH 7,O y se realizaron sus espectros de FTIR. 
. . 
1.1.4. Fraccionamiento del extracto d e  agua procedente d e  la diálisis. 
Todo el sólido procedente del liofilizado se disolvió en 5 ml de agua, de los cuales 
3 mi se reservaron para medir Fe total en A.A Los otros 2 ml se eluyeron por una columna 
Sephadex G-15 (lxl6cm, Volumen de exclusión=6,0 mi). Sólamente las fracciones 4 9 5 
presentaban color (amarillo). Ambas se juntaron y liofilizaron, disolviéndose el liofilizado 
resultante en 2 mi de agua Millipore para ser eluido por una columna ~ e ~ h a d e x  G-25 (V 
de exclusión de 10 mi) y se recogieron un total de 32 fracciones de 2nd cada una, no 
coloreadas. Se midió el Fe total en cada una de ellas y se liofilizaron durante una noche para 
realizar el espectro FTLR, sin que se encuentre precipitado alguno. . . 
1.1.5. Aplicación de  los ensayos de  fraccionamiento en la especiación de  Fe en 
el Extracto húmico total. 
Los complejos orgánicos como las sustancias húmicas pueden afectar a la 
solubilidad y a la especiación del hierro, factores que inciden directamente en la 
disponibilidad de este micronutriente para la planta. En general, el Fe(II1) forma complejos 
más estables que el Fe(II), debido a que es un acido de Lewis más fuerte, por lo que los 
complejos fémcos presentan más posibilidades de aprovechamiento en la agricultura. 
El objetivo de este estudio es la especiación del Fe procedente del extracto húmico 
total del Aquamato fémco, aplicando la cromatograíia de permeación sobre gel para separar 
las especies de Fe(iIi) disueltas de las coloidales (Giblin y col, 1986). La separación de los 
compuestos se realiza en función de su peso molecular y son obtenidos por fraccionamiento 
en columna con Sephadex. Se puede describir el de acomplejación del Fe en función 
de su tamaño, gracias a que las especies de Fe(l1) y Fe(II1) pueden formar complejos con 
diferentes compuestos orgánicos e inorgánicos que presentan distintos pesos moleculares. 
Los compuestos orgánicos de F~(III)  son generalmente de elevado peso molecular, muy 
resistentes a la hidrolisis y a la precipitación mineral (Jones y col, 1993). Un vez separadas. 
se analizan las fracciones para determinar la concentración de metal por métodos 
espectroscópicos tal y como se ha ido indicando en los apartados anteriores de este 
capitulo. 
. De acuerdo con los ensayos de 6accionamiento descritos en este capitulo, el ensayo 
de fYaccionamiento con Sephadex G-25 eluido con agua fue el que mejores resultados dió. 
El extracto húmico total presentaba un peso molecular comprendido entre 100 y 5,000 
Daitons, y se 6accionaba en dos bandas, sin presentar.problemas de interacción con el gel. 
Los complejos fblvato-fémcos se eluian en la banda de mayor peso molecular, mientras que 
a continuación lo hacían los fulvatos correspondientes a un menor peso molecular. 
Tanto el agua utilizada para el eluente, como la empleada para empacar el gel fue 
previamente purgada con N,. Dado que se había consumido todo el extracto húmico total 
tiofilizado en los ensayos de caracterización, fue necesaria una segunda liofilización de otra 
n 
. . 
alícuota de 400 m1 del extracto húmico total. Se tomaron 10 mg del material húmico y se 
eluyeron en5 m1 de agua por una columna de Sephadex G-25,también purgada con N, para 
el efecto del 0, presente. Aparecieron dos bandas, la primera de color amarillo, 
y la segunda marrón. Mientrasque la banda amarilla era soluble en agua, la banda marrón 
permanecía inmóvil en el extremo superior de la columna. Cuando la banda amarilla se 
recogió, (fracciones 7-12), se cambió la fase móvil a NaOH 0,l  M, y de esta forma se 
consigió recóger la banda marrón en la fracción 23. En total, se recogieron 35 fracciones 
de5  m1 cada una. En cada una de las cuales se midió Fe total por absorción atómica, según 
se ha descrito en el apartado 1.1.3. 
El Fe (11) fué analizado aplicando el método de la ferrozina (Stookey, 1970) al 
fraccionamiento con Sephadex (Luther y col.; 1996). La ferrozina acompleja al Fe(J1) en 
solución y produce un complejo púrpura, con un máximo de absorbancia a 562 nm. La 
curva de calibrado fue realizada con patrones de Sulfato ferroso amónico preparados en ? 
agua acidificada y desoxigenada. La solución de ferrozina usada consistía en 0,5 g de ;: 
ferrozina por 100 rhL de agua. 
3.  
Para cadafracción eluida de la columna se determinó la concentración de Fe total 
.;," 
en 6 ml de tampón de acetato sódico 0,01 M (pH=5,3), en el cuál se adicionaron 0,5 ml de ;+ 
cada una de las fracciones y 1 ml de cloruro de hidroxilamina (NH,OH-HCI); esta solución 
reaccionó durante una hora a pH 5 y entonces se le añadieron 0,5 mL de la solución de 
ferrozina. 
El Fe@) fue determinado de la misma manera pero sin adición de cloruro de 
hidroxilamina Las medidas de absorbancia fueron realizadas por duplicado en una celda de 
1 cm de absorbancia y se observó que no variaban con el tiempo 
1.2. Extracto acuoso 
1.2.1. Extracción acuosa 
Para caracterizar los complejos de Fe procedentes del Aquamato fémco en solución 
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acuosa, se realizó la extracción del compuesto en este medio, de acuerdo con el esquema 
mostrado en la figura 17. Para ello se adicionó el humato en agua Millipore con una relación 
1: 10 (200 g de humato en 2 L de agua). La solución fue agitada magneticamente durante 
30 minutos, decantándose el sólido para ser posteriormente centrifugado durante 30 
minutos a 3000 rpm. La disolución resultante presentaba una ligera coloración de tono 
amarillo pálido. s e  liofilizaron 400 d obteniéndose un sólido amarillo que se denominó 
Exh-acto aclroso. 
1.2.2. Caracterización del extracto acuoso sin fraccionar. 
Igual que se hizo con el extracto húmico total, se analizó el extracto acuoso 
previamente al fraccionamiento. Se preparó una madre añadiendo 10 mg del sólido 
Liofjiizado y se disolvieron en 5 mi de agua. A 1 d d e  esta disolución se le añadieron 10 ml 
de HCI 1: 1 y se midió directamente Fe total por Espectofotometria de absorción atómica. 
También se realizaron espectros FTiR, UV-visible y análisis elemental de C, H, N 
y S, como ya se ha indicado en el 
Precipitado Extracto 
" ( 2 O O ~ i l )  
Figura 17: Esquema de la extracción y thcionamiento del apartado 1.1.2 de este capítulo, 
estIact0 acuoso. 
correspondiente al estudio de 
fraccionar. 
Fe-Aquamato 
(200 gramos) 
1.2.3. Fraccionamiento del 
extracto acuoso. 
caracterización del extracto húmico sin 
a) Sephadex G- I5 
Fraccioiianiieiito 
(eluccion con agua) 
G-?S 
Se escogió el Sephadex GIS, 
capaz de fraccionar en un rango inferior 
a 1500 Daltons. Se tomaron 10 mg del 
sólido procedente de la extracción con 
agua, y sedisolvieron en 5 m1 de agua. 
Se tomaron 2 m1 y se eluyeron con-agua por una columna (lxlócm) en un volumen de 
exclusión de 6 rnl. Se tomaron 15 fracciones de 2 mL cada una, en las cuales se midió 
directamente Fe total. Los resultados se denominan G15 extracto acuoso. 
Los 3 ml de disolución restantes se utilizaron para conocer el comportamiento del 
extracto acuoso en el W M S I B L E .  
b) Sephadex G-25 
Otros 10 mg del sólido liofilizado procedente de la extracción con agua se 
solubilizaron en 5 m1 de agua y eluyeron en una columna Sephadex G-25 (2,5x35 cm) con 
un volumen de exclusión de 35 m1 Todas las fracciones fueron incoloras Finalmente, se 
midio el Fe total por A A en cada fracción 
2. RESULTADOS. 
2.1. Extracción alcalina 
2.1.1. Caracterización del extracto húmico total sin fraccionar. 
El extracto húmico total se caracterizó de acuerdo con la metodología descrita en 
el apartado de materiales y métodos, en función de sus propiedades espectroscópicas, en 
concreto, absorción en el uv-visible e infrarojo, y su contenido en C, H, N, O, S y Fe 
Tanto los espectros de absorción como la espectroscopia de infrarojo, son métodos 
basados en la radiación electromagnética y han sido tradicionalmente utilizados para 
caracterizar sustancias húmicas, dado que presentan una serie de ventajas frente a otras 
técnicas analíticas. Entre estas destacan el hecho de que son técnicas no destructivas, fáciles 
de manejar y que rGuieren poca cantidad de muestra (Stevenson, 1994). La caracterización 
se realiza en base a sus gmpos funcionales, aunque el término funcionalidad no debe ser 
entendido como un grupo funcional simple, sino que debe comprender características más 
amplias, tales como la naturaleza aromática o alifática, la presencia de insaturaciones o la 
presencia de pares quinonahdroquinona. Estas características determinan que la estructura 
detallada de las sustancias húmicas no puede determinarse con estas téonicas (MacCarthy 
y Rice, 1985). . . 
El análisis elemental, del carbono, nitrógeno, azufre, oxígeno e hidrógeno, y las 
relaciones entre elementos C/H,C/O y C/N son fundamentales para describir y entender la 
geoquímica de las sustancias húmicas, y probablemente es el indicador más útil sobre su 
naturaleza, as¡ como del grado de pureza de las mismas (Huffman y Stuber, 1985) 
Los resultados obtenidos para el análisis elemental del extracto húmico total y del 
contenido en Fe total se muestran en la tabla 16. El porcentaje del oxígeno ha sido 
calculado por diferencia a partir de todos los demás elementos 
Tanto el elevado porcentaje de Fe encontrado en el extracto, como su bajo 
contenido en C, indican que no se trata de una sustancia húmica pura. Steelink (1985) 
propone para sustancias húmicas procedentes de suelos valores C comprendidos entre 53,8- 
58,7 % para ácidos húmicos y de 40,7-50,6% para ácidos fúlvicos, ambos muy superiores 
a los obtenidos en nuestro análisis. 
Tabla 16 Análisis elemental y Fe total para el ekviracto 
Valores similares a los de Steelink húmico 
fueron propuestos por Steinberg y 
Muenster (1985) para sustancias 
húmicas acuáticas. 
El resto de los elementos se 
encuentran entre los rangos descritos 
por los autores, excepto el contenido 
de O que, sin embargo, si se aproxima 
al limite superior para ácidos fúlvicos 
(39,7-49,8%). El cálculo de oxígeno 
mediante sustración djrecta a partir 
C (%) 27,35 
H (%) 3.36 
N (%) 1.28 
' S (%) 0.67 
O (%) 51.94 
Fe (%) 16.40 
C/H (moVmol) 0,68 
CIO (moVmol) 0.70 
CN (moVm01) 24.92 
(.) Oxígeno calculado por diferencia. 
del resto de los elementos presenta, según H u h a n  y Stuber (1985) el invonveniente de 
. 
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incluir en este valor la suma de los errores que se han podido realizar en todas las demás 
determinaciones, además de no tener en cuenta otros posibles elementos como Ca, Mg y 
P que también se pueden presentar en una proporción importante. Estos factores deben ser 
considerados en la interpretación del contenido de oxígeno. 
El porcentaje de C, que fue menor de lo esperado en principio dada la naturaleza 
acuática del residuo, infiuye en quelas relaciones Cm, y C/O sean también distintas a las 
de referencia. Independiente de su origen acuático o terrestre, los'ácidos húmicos presentan 
relaciones C/O alrededor de 2; mientras que en los ácidos fúlvicos procedentes de suelos 
esta relación se aproxima a 1,43 y aumenta a1,67 para los existentes en medio acuático 
(Thurman y Malcon, 1983). La relación C H  se acerca a 1,O para la mayoría de los humatos 
y fulvatos, tantoen suelo como en aguas (Steeluik, 1985). Una relación CíH elevada implica 
densidad de alto spin, una baja relación E,/E, un grado elevado de humificación y un 
contenido fenólico elevado. En el caso que actualmente nos ocupa, el alto contenido en 
oxigeno, denota una oxidación importante, así como la formación de enlaces entre este 
elemento y los iones Fe. 
Se realizó además el espectro WNis ib le  para 10 mg de este material en 25 ml de 
NaOH 0,lM. considerando el porcentaje de C determinado en el análisis elemental, la 
3 .  
concentración de este elemento en la disolución de medida se aproxima a 110 mg de C .L.'. 
El espectro viene reflejado en la figura 18. Se puede ver la existencia de un pico muy 
pronunciado a 282,O. La fuerte absorción en la región W puede ser debida a los grupos 
aromáticos contenidos en los ácidos fúlvicos y húhcos.  Los datos UV-visible para 
compuestos aromáticos discretos sustituidos con COOH y OH muestran que no solamente 
absorben fuertemente en esta región, sino que, engeneral, la absorbancia se incrementa 
cuando decrece la longitud de onda a 210-240 nm. La presencia de COOH y O H  en 
distintas posiciones de un anillo aromático altera tanto l., y E.  Generalmente, cuanto 
mayor sea la sustitución, mayor será el valor de h-. En sustancias húmicas sustituidas 
heterogéneamente con grupos cromóforos se produce sobreposición de bandas (MacCarthy 
y Rice, 1985). El resultado neto en el espectro W:-visible d e  los ácidos fúlvicos es un 
hombro hacia 280 nm con una absorbancia de 1,58. 
. . 
. , 
ron FP- 
. . .
Figura 18 Absorción UV-Visible del extracto húmico total en NaOH 0,lM 
La presencia de cromóforos no aromáticos puede contribuir a la absorción en el UV 
de las sustancias húmicas, este es el caso de cetonas ry,,li-insaturadas y dicarbonilos. Son 
especialmemte activas las p-benzoquinonas, fuertemente coloreadas de amarillo, que 
absorben débilmente a longitudes de onda larga en el visible, principalmente a valores 
superiores de 500 nrn. 
Otro parámetro clásico utilizado para caracterizar sustancias humicas es la relación 
E&,, magnitud inversamente propo~cional al grado d é  condensación y peso molecular , 
(Chen y col, 1977). Comúnmente esta relación es menor de 5 para los ácidos húmicos y 
superior para los ácidos fúlvicos. Al no ser una sustancia húmica pura este valor no puede 
ser considerado directamente para su identificación. La relación E4E6 obtenida para el 
extracto húmico total es 3,79 cuando se determina en NaOH O, 1M. Es importante referirse 
al medio utilizado en la medida, ya que el pH infiuye en el valor de'esta relación. Chen y col, 
(1977) recomiendan la determinación del E4E6 en 0,05 M de NaHCO,, condiciones de pH 
8 y concentración fija de sal. Cuando la medida se realiza en medio alcalino, tanto en ácidos 
fiilvicos como humicos, el valor de E4E, decrece. La iniluencia del pH sobre la absorción 
en la región visible y sobre la relación E,/& es debida a los cambios en la A, y a la 
absortividad con la ionización de los gmpos fenólicos (Bloom y Leenheer, 1989). 
Según estos datos, podemos identificar la presencia de gruposp-benzoquinonas, con 
una fuerte absorción en el W (pico a 281 nm) y coloración amarilla..Estas quinonas pueden 
ser el resultado de la oxidación cicli'ca de los grupos fenólicos por la presencia del Fe3+ 
(Momson y Boyd, 1985). 
Tabla 17 Principales bandas de absorción en el IR de las sustancias húmicas 
~recu&cia (cm-1) Asignación 
3410 Fuerte y ancha tensión de los O-H o de N-H (trazas) 
2939 tensión de los gnipos alifáticos CH 
1583,7 Fuerte Tensión simétrica de COO- 
1402 Flexión de los OH y tensión de C-O de los p p o s  fenólicos, de C-H de los 
gmpos CH, y CH,, tensión antisimétnca de los COO' 
1384,6 Fuerte Tensión COO' y flexión CH y CO 
1239 débil COOH tensión y deformación OH de los p p o s  COOH, C-O tensión de los 
aril éteres 
1044,6 débil C-O tensión de polisacáridos o sustancias análogas, Si impurezas 
604.4 fuerte Flexión CH aromáticos fuera del alano 
La figura 19 recoge el espectro de FTIR para el material solubilizado con la 
extracción alcalina. En la tabla 17, se detallan las bandas que sirven para caracterizar las 
sutancias húmicas. La presencia de una banda ancha centrada a 3410 cm-' indica existencia 
de grupos OH procedentes de los gmpos fenólicos y alcohólicos, banda que es 
sustancialmente mayor que la encontrada en muchos ácidos carboxilicos simples 
(MacCarthy y Rice, 1985). Se acepta que cuando existe una banda ancha a 3300-3400 cm-', 
los OH se encuentran enlazados con puentes de H-(Stevenson, 1994). 
La banda a 2900 cm-' la exhibe a 2939 cm-' y aparece solapada a la banda de 341 0 
cm-', y poco intensa, probablemente debido a que la banda de 3410 cm.' la enmascare o a 
la excesiva sustitución de los anillos aromáticos. 
La banda a 1720 cm-', característica del grupo C=O de aldheidos y cetonas; 
desaparece para la reacción con los iones metálicos y aparecen nuevas bandas para el 
estiramiento, simétrico y asimétrico a 1600 cm-' y 1380 cm-' respectivamente. La banda a 
1600 cm" proporciona información importante sobre la naturaleza del enlace. Para enlaces 
iónicos, la absorción ocurre a frecuencias comprendidas entre 1630-1575 cm-'. Cuando es 
coordinado se produce a valores superiores 1650-1620 cm-'. 
En nuestro caso se observa una banda ancha con centro en 1583,7 cm-' que puede 
indicar la presencia de un enlace iónico con el Fe (Stevenson 1994). La acomplejación se 
ve corroborada por la aparición simultánea de una banda de 1384 cm-' fuerte que indica la 
complejación de Fe. Esto hace suponer que los grupos carbonilos se encuentran enlazados 
mediante enlace iónico con algún tipo de ión metálico, probablemente Fe. El hecho de que 
no exista la banda de  1720 cm'' implica que no existen grupos C=O libres. 
De los resultados obtenidos en la caracterización del extracto húmico total se 
concluye que se trata de un material que en medio alcalino presenta una fuerte respuesta en 
el ultravioleta; con un hombro hacia 280. nin característicos de sustancias de naturaleza 
fúlvica. Su porcentaje en C es bajo, de acuerdo con los valores descritos para las sustancias 
húmicas, pero se debe consideiar el alto contenido en O y sobre todo en Fe. Este ión se 
presenta complejado, como demuestran los espectros de FTIR, que también indican el 
elevado caracter aromático de este extracto húmico total sin fraccionar. 
2.1.2 Ensayos de fraccionamiento 
2.1: 2.1 Fraccionamiento úel Extracto húmico (EH) en Sephaúex G-75 
Las sucesivas extraciones alcalinas pueden modiicar las características de la materia 
orgánica, por lo que se realizó el fraccionamiento del extracto húmico procedente 
únicamente de la primera extración alcalina del Aquamato férrico. 

Aunque la separación con Sephadex se basa en la exclusión por el tamaño 
molecular, se deben considerar las posibles interacciones del soluto en la matriz del gel: (a) 
el Sephadex tiene alguna capacidad de intercambio catiónico, y las especies aniónicas son 
- excluidas del gel; (b) la parte hidrofóbica se puede adsorber sobre ia superficie del gel, 
especialmente en la parte aromática (Fukushima y col, 1996). La magnitud de estas 
interacciones queda reflejada en el valor de Kav, definido de acuerdo con la ecuación (4), 
donde V, es el el volumen de elución, V, y V, son los volúmenes de exclusión y total de la 
columna, respectivamente. Las mencionadas interacciones pueden producirse cuando el 
soluto supera a la unidad, por lo que es recomendable que éste se eluya a valores inferiores 
de 1. 
En nuestro caso se obtuvieron dos fracciones.coloreadas. La primera de.color marrón, 
similar al extracto sin fiaccionar,y que comienza a eluirse justo después del límite de 
exclusión de la columna, lo que indica que su peso molecular es inferior a 50.000 Daltons, 
y superior a 3.000. La fracción amarilla está próxima al limite de inclusión de la columna 
pero no lo supera, por lo que su támaño molecular será próximo a 3.000 Daltons, pero no 
. . 
inferior. 
Todas las fracciones mostraron absorción en el visible, como puede verse en la 
figura 20, donde se muestran las absorbancias a 465 y 665 m y la relación E,/E, para cada 
una de las fracciones eluidas de la columna. 
Las longitudes de onda 465 y 665 m han sido tradicionalmente utilizadas para 
análisis cuantitativo, en condiciones de pH próximas a la neutralidad y cuando las sustancias 
húmicas utilizadas presentan'el mismo origen (Stevenson, 1994) Debido a que las 
absorbancias a 665 nm suelen ser muy pequeñas, se utiliza fundamentalmente la absorbancia 
a 465 nm Es especialmente útil en la monitorización de resultados de los estudios de 
fraccionamiento El incremento de la absorbancia puede ser debida a un aumento del peso 
molecular del compuesto, aumento del porcentaje de Carbono, aumento del grado de 
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condensación o aumento de la presencia de carbonos aromáticos frente a estructuras 
alifáticas. 
De acuerdo con los datos de absorbancia a 465 nm, la fracción que presenta mayor 
- peso molecular muestra un pico a Kav O,], y es la que alcanza mayores valores de 
absorbancia a 465 nm y mayor porcentaje de C, como demuestra el area del pico La 
fracción amarilla Ueva asociada menor contenido de C y exhibe un máximo a Kav 0,7 
Figura 20Relación E,& y respuesta a 465 nm y 665 nm de cada una de las fracciones eluidas con agua en el 
fraccionamiento en Sephadex G-75. 
D 
E4lE6 A (nrn] 
Kav 
1-1 
La relación E,/E, también se ha utilizado para la caracterización de sustancias 
húmicas. En general se espera un valor inferior a 5 cuando se trata de ácidos húnicos'y 
superior a 5 en ácidos fülvicos. Esta relación decrece cuando se incrementa el peso 
molecular y la condensación; mientras que se incrementa en relación directa a la presencia 
de estructuras alifáticas. Las relaciones EJE, para las distintas fracciones son bastante 
elevadas. La fracción de mayor peso molecular &=0,1) alcanza valores entre 6-8, mientras 
que la fracción amarilla de menor. peso molecular (K,=0,7) corresponde alrededor de 12. 
Esto implica que la fracción amarilla es más alifática y con menor grado de condensación. 
En esta ocasión se aprecia un tercer pico (Kav=0,35), que podria conresponder a una 
fracción intermedia de color amarillo más páido y que alcanza valores de E41E5 de 5. 
Figura 21 Concentración de Fe total y Absorbancia del   acciona miento del extracto húmico eluido con agua 
en Sephadex G-75 
A465 (nm) 
Kav 
I-~465(nm) - - * - - ~ e ]  
Para analizar el Fe total asociado en cada una de las fracciones, se realizo un 
segundo fraccionamiento en las mismas condiciones cromatográficas. E n  esta ocasión se 
recogieron las bandas que presentaban el mismo color, en vez demantener fijo el volumen 
de 5 ml. Para asegurarnos que el fraccionamiento coincidía con el anterior, se midió las 
absorción a 465 nrn de cada una de ellas. En la figura 21 se describe la absorbancia a esta 
longitud de onda y el contenido de Fe total en cada una de las bandas recogidas. 
De nuevo se observan las dos fracciones descritas. La mayor parte del hierro total 
se encuentra asociado a la fracción de mayor peso molecular coincidiendo la concentración 
máxima de este elemento con el máximo de Absorbancia a 465,O nm Pero en la segunda 
fracción también se refleja una relación Fe/C elevada, lo que indica que existe Fe asociado 
al carbón orgánico 
Con relación a la respuesta del fraccionamiento del extracto en la región de 
infrarrojo, la figura 22 describe los espectros obtenidos para las fracciones de mayor y 
menor peso molecular y la asignación de las bandas se indica en la tabla 18. 
Los espectros FTIR para las dos fracciones presentan características cualitativas 
similares y son compgibles con un ácido fúlvico de sistemas acuáticos. Ambas exhiben 
bandas de flexión fuera del plano C-H entre 650-900 cm-', que indican caracter aromático, 
corraborado por el alargamiento C-C en 1500 y 1600 cm-' y la flexión C-H en el plano 
visible en la región de 1000-1 100 cm". 
Sin embargo, aparecen dos interesantes diferencias La banda de 3449,s cm-', debida 
a la tensión de los grupos O-H, intesifica su señal en la fracción de menor peso molecular 
y lo mismo ocurre en la banda de 1385 cm-', asignada a la tensión de los grupos COO- 
(deformación CH, o tensión C-O de los OH fenólicos) 
El incremento de la intensidad de la banda a 3450 cm-' puede estar asociado al 
incremento de absorción de OH,imputable a la protonación de los gmpos OH y COOH. 
Estas posiciones pueden estar ocupadas con Fe3+ en la fracción de mayor peso molecular, 
por lo que disminuiría su respuesta en el infrarojo. 
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De acuerdo con Boyd y col (1981). el Fe3' forma complejos monodentados con los 
ácidos húmicos . . del suelo a través del ión carboxilato. Se pueden detectar en el infrarrojo 
por las bandas de vibración del ión carboxilato que aparecen a 1620 y 1385 cm-'. 
Simultanéamente, disminuye la intensidad de la banda de 1700 cm-' correspondiente a la 
vibración del grupo C=O. En nuestro caso la banda de 1700 cm-' es muy débil en las dos 
fracciones y aparecen las dos bandas enunciadas: pero, mientras que en la fracción de mayor 
peso rnolecular la banda de 1385 cm" es débil, en la de menor peso holecular se intensifica, 
apareciendo muy larga y estrecha. Esto no es congruente con los resultados de Boyd y col 
(1 98 l), donde las bandas a 1620 y 1385 cm-' aparecían solapadas. 
Tabla 18 Asignación de las bandas FTIR para la fracción marrón y amarilla obtenidas en los ensayos de 
íraccionamiento de emacto humico con Sephadex G-75 
-- 
Marrón Amarilla Asienación 
3448.6 3449,s Tensión de los O-H 
2952,l 2930.6 Tensión de los CH, y CH, de los grupos alifaticos 
2867,4 Tensión de los CH, y CH, de los grupos alifáticos 
1740,3 1740.3 Tensión C-O de los gupos COOH, cetonas y éteres saturados 
1698 1689 Tensión C=O de las quinonas 
1645 1645.5 Tensión C=O de Ins quinonas y cetonas conjugadas 
1550,4 1550,l Tensión simétrica de los moles COO- 
1539,2 1533.9 Vibración de tensión de los C=C aromáticos 
1507,4 1507.4 Vibración de tensión del anillo aromático 
. . 
1454.5 1459.8 . C-H alifáticos 
1428,O Vibración de tensión del anillo aromático o vibración del 
carboxilato 
1'385,7 1383,9 tensión simetrica del COO- 
Parfitt y col (1977) estudiaron la adsorción de un ácido fiilvico y un fulvato 
procedente de un podzol (Glentanar, Aberdeenshire, Escocia) sobre la goethita En el ácido 
fúlvico aparecían dos bandas a 1725 y 121 5 cm-' debidas a los grupos COOH, mientras que 
el fulvato de Fe exhibía dos bandas a 1625 y 1400 cm-' procedentes de la vibración de 
tensión de los grupos COO-. Cuanto mayor era la concentración de ácido filvico evaporado 
. sobre la goethita, las bandas 1610 y 1390 características del fulvato continuaban 
apareciendo, pero se incrementaba la banda a 1740 cm" que indicaba la presencia de los 
grupos COOH más ionizados. 
Gu y col. (1994) evaluaron l'a adsorción de un ácido fúlvico sobre la hematita, y 
describieron que se efectuaba a través de la complejacion del Fe y que el ion carboxilato 
procedente del ácido fúlvico acomplejaba al Fe de la hematita. Este hecho se confirmó en 
el infrarojo a través de una banda de 1640 a 1600 cm-' que indicaba la presencia de iones 
carboxilato originarios del ácido filvico y una segunda banda a 1400 cm-' que evidenciaba 
la formación del complejo de Fe. 
En los ensayos de fraccionamiento expiiestos, prácticamente todo el Fe sale 
asociado a la fracción de mayor peso molecular y Con toda la materia orgánica. La 
existencia de gmpos carboxilo ionizados confirma el enlace entre los grupos COOH de la 
materia orgánica y el Fe, por la existencia de las bandas de tensión del COOH centradas 
a 1645 ya 1385 cm-'. Dado que la fracción de menor peso molecular presentaba mucha 
menor proporción de Fe asociada que la fracción de mayor peso molecular. cabe pensar que 
la banda de 1385 cm-', correspondiente a la tensión simétrica del COO-, exhibe estos grupos 
funcionales libres en disolución, probablemente formando una sal o con otros io.nes 
metálicos. 
2.1.2 Fraccionamiet~to del extracto húmico total. 
Toda muestra objeto de análisis debe ser suficientemente representativa del material 
de partida. En el caso de las sustancias húmicas, las muestras suelen ser muy heterogéneas 
y están influidas por los métodos de extracción utilizados. Este inconveniente puede 
solventarse con las extracciones sucesivas y el análisis.conjunto en una sola muestra. De 
esta forma, se consiguen muestras homogéneas que incluyen las características principales 
de las sustancias húmicas analizadas. 
. . 
Una vez que se caracterizó el Extracto húmico (EH), obtenido de una sola 
extracción alcalin. se e"aluó también el Extracto húmico total (EHT), resultado de las 
cuatro &raciones alcaiinas sucesivas. 
P a i  e110 se realizó el fraccionamiento del extracto.con Sephadex G-25, G-75 y 
.- G-200 utilizando como eluyente agua destilada. A continuación se ejecutó un nuevo 
ñ a ~ c i o n ~ e n t o  del extracto húmico total con Sephadex G-25 y G-75 eluyendo con NaOH 
0, lM, a fin. de evaluar la influencia del medio alcalino,sobre los grupos funcionales y el 
fraccionamiento. 
A) Elucion con agua. 
a) Sephadex G-25 
En el ensayo cromatográfico realizado con Sephadex G-25 se utilizó una columna 
con un volumen de exclusión de 42 mi y en volumen total de 130 d.' Se recogieron 18 
fracciones de 5 mi cada una, en las cuales se midió el Fe total por A.A. Como ya se ha 
mencionado en el apartado de materiales y métodos, solo se analizaron las fracciones 
coloreadas. 
Aparecieron dos bandas coloreadas, una marrón oscura y otra amarilla intensa, 
estando las bandas solapadas pero bien definidas. La medida de hierro total en las fracciones 
eluidas con agua en Sephadex G-25 mostraron sin embargo, tres picos como describe la 
figura 23. La banda'marrón oscura presentaba un pico anterior al volumen de exclusión de 
la columna (K, = -0,025), lo que indica un peso molecular superior a 5.000. El segundo 
pico tiene un volumen de elución inferior al volumen de exclusión.(K, = O, I), pero dentro 
del límite de inclusión de la columna, con un peso molecular comprendido entre 5.000 y 1'00 
Daitons. La banda amarilla intensa (K:0,35) no presentaba asociaciones importantes con 
el Fe, como puede verse en la figura 23, y su peso molecular se encuentra también entre 
5.000 y 100 Daltons. Quizás se deberían haber cogido más fracciones, por lo menos hasta ' 
un valor de K, de 1, ya que se pueden haber dejado fracciones no coloreadas de peso 
molecular inferior a 100 daltons que lleven Feasociado, pero se procedió de esta manera 
al no presentar color. Puede observarse que las fracciones marrones, son las que contienen 
una mayor concentración de este elemento, mientras que en las amarillas esta concentración 
presenta valores similares a los de la linea base, próximos al blanco. 
Figura 23 Concenuación de Fe total en cada fracción del Extrncto humico total eluida con agua en Sephndex 
G-25 
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En la tigura 24 se presentan los espectros de FTIR de las fracciones coloreadas 
obtenidas en la separación con Sephadex G-25. Estos espectros tuvieron que ser suavizados 
en un 60%, para lo que se utilizó el manipulador de espectros de Perkin Elmer, ya que no 
se disponía de un aparato FTIR Biorad. Se observa que al igual que en los espectros 
obtenidos en las fracciones provenientes del ensayo de fraccionamiento del extracto húmico 
total en Sephadex G-75, la intensidad de la banda a 1384 cm" aumenta en relación inversa 
al tamaño molecular. 
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b) Sephadex G- 75 
¿as características de la columna utilizada para la separación con Sephadex G-75 
incluyen un volumen de exclusión de 40 mi yun volumen total de cama de 123 ml. Se puede 
observar que los valores obtenidos para el Fe en este ensayo, figura 25 se corresponden con 
lo encontrado para la muestra correspondiente a la primera extracción (EH) que ya se han 
comentado. Obteniéndose un primer pico asociado con las fracciones de mayor peso 
olecular y otro alrededor de K, 0,4 de menor magnitud. 
Figura 25 Concentración de Fe total en cada fracción del extracto húmiw total eluida w n  agua en Sephadex 
G-75. 
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~ n '  este caso, la columna utilizada tenia un volumeñde exclusion-de 40 ml y un 
volumen total de 120 ml. Se tomaron 28 fracciones de 5 mi cada una, observándose las 
bandas mamón y amarilla encontradas en los anteriores ensayos de fraccionamiento. Las dos 
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F i n  24 Especm FTiR para el 6accionamiento del extracto húmico total con eluidas con agua en Sephadex 
G-25 ~- 
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se eluyeron dentro de un volumen superior al limite de inclusión de la columna, lo que 
indica que sus pesos moleculares están comprendidos entre 200.000 y 1.000 Daltons. La 
banda marrón correspondiente a los compuestos de mayor peso molecular se recogió 
totalmente, pero la banda amarilla se iba dispersando en el gel a medida que aumentaba el 
volun~en de elución. Se recogieron todas las fracciones coloreadas. 
Figura 26 Fe total en cada fracción del EHT eluida con agua en Sephadex G-200 
-0.5 O 0 ,s  1 
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La figura 26 muestra el comportamiento del Fe total para cada una de las fracciones 
recogidas en función del Kav. ~ ~ a r e c e  otra vez la mayor concentracción de Fe asociado en 
el primer pico, correspondientea la fracción que ~resenta un mayor'peso molecular que 
presenta un K, = 0,1, mientras que en la fracción amarilla contiene menor concentración 
de este elemento (K,. = 0,5). Además, se observa un tercer pico amarillo ( K m  = 0,9) más 
intenso, próximo al limite de inclusión de la columna que si presenta asociación con el ión 
metálico, y su peso molecular estaria próximo a 1000 Daltons. No obstante, debe decirse 
que el Fe recogido en la fracción oscura es menor q u e k  las anteriores, por lo que se puede 
intuir que el resto del Fe añadido queda retenido en el interior de la columna. 
E) Elución con NaOH O. 1 M 
El fiaccionamiento con NaOH 0.1 M fue problemático, ya que en principio no todo 
el sólido se disolvió en los 5 mi, iniciales de esta solución, por tanto sólo se tomaron 4 mL 
después de dejar decantar el sólido marrón con aspecto coposo Este precipitado sí resultó 
ser soluble en 25 mL de NaOH O, IM, midiéndose por Absorción Atómica el Fe total 
presente en el precipitado, previa digestión ácida. Los datos revelan que el precipitado 
contenía aproximadamente 0,360 mg de Fe, lo que supone un 20% del contenido de Fe en 
el Extracto humrco total (EHT) 
Además, se produjeron fenómenos de interacción entre el gel y el material a 
fraccionar. A pesar de todo, el fraccionamiento del extracto húmico total en estas 
condiciones presentó las dos bandas que ya habían aparecido en los anteriores ensayos, una 
banda marrón y otra amarilla. La banda amarilla se eluyó como, se esperaba, pero la banda 
marrón se quedo retenida. Ya se ha indicado en el apartado de materiales y métodos que 
fue imposible desplazar toda la banda, a pesar de la aplicación con agua, hexano HCI y 
metanol. Sin embargo, se consiguió fraccionar una pane importante del material. Se debe 
comentar que, como consecuencia de la utilización de metanol como fase móvil, las 
caracteristicas de la columna se modificaron, reduciéndose su tamaño. 
La absorción a 465 nm para cada una de las ílacciones del material orgánico soluble 
en nuestras condiciones, se presenta en la figura 27. En ella se puede observar antes del 
límite de exclusión de la columna se puede ver un pequeño pico, que absorbe débilmente 
a las longitudes de onda definidas. Su peso molecular por lo tanto será superior a 5 000 
Daltons Las fracciones coloreadas amadias se eluyeron con un K, de 0,23, lo que implica 
un peso molecular entre 5.000 y 100 Daltons. 
Tan sólo la banda amarilla se separó en flnción de su peso molecular. Los otros dos 
picos que se ven en la figura 27 fueron adsorbidos por el gel y posteriormente desplazados 
con metanol; como consecuencia, no se puede evaluar sus pesos moleculares con relación 
a la fracción amarilla. La primera banda eFa soluble en NaOH O, IM, mientras las otras dos 
se eluyeron con metanol, después de haber añadido HCI y hexano. Estructuralmente, el 
Sephadex es un dextrano modificado con un elevado contenido en grupos hidroxilos que' 
le confieren un fuerte carácter hidrofilico. La interacción de fenoles con los geles de 
. - Sephadex fue demostrado por Brook y Housley (1969), con causa en laformación de 
puentes de hidrógeno con 16s grupos hidroxi-éter en las cadenas de dextrano. 
Figura 27 ~bsorbancia a 465 h y relación E,E, en cada fracción del EHT eluida con NaOH O , ]  M en 
Sephades G-25 
A 465 (nm) 
Desde un punto de vista cuantitativo, la absorbancia a 465 nm muestra que el 
porcentaje de C asociado a las fracciones no es muy elevado. Considerando que sólo se 
tomó la fracción soluble en 4 mi y que el precipitado restante se disolvió en 25 mi de NaOH 
O, IM, parece que no se solubilizó toda la materia orgánica. 
La relación E&, puede también verse en la figura 27. La respuesta es similar a la 
reflejada por la absorbancia a 465 nm. La fracción amarilla presenta relaciones E,/& 
superiores a 5, mientras que en el resto de los picos estos valores no superan 3 .  
Figura 28 Concentración de Fe total en cada 6acción del EHT eluida con NaOH 0.1 M en Sephadex G-25. 
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En cuanto a la concentracción de Fe total medido por Absorción atómica en cada 
una de las fracciones obtenidas, en la figura 28 aparece el cromatograma. El patrón de 
elución es prácticamente idéntico al bbtenido en la absorción ~ l v i s i ' b l e ,  pero los 
contenidos totales de Fe son menores a los procedentes de los fraccionamientos del extracto 
húmico total, utilizando agua como eluyente. 
b) Sephadex G-75 
En el fraccionamiento del material orgánico con Sephadex G-75 en NaOH O,lM 
también se presentaron los problemas de adsorción, indicados en el apartado anterior, pero 
en este caso fue posible eluir la banda marrón oscura retenida sobre el gel, gracias al 
metano1 o a su acción conjunta con el hexano, HCI y agua. 
Figura 29 ~ e l i i ó n  E,E,para cada una de las fracciones del EHT eluidas con NaOH 0,lM en Sephadex G-75 
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Las características espectrales en el visible del material fraccionado viene dado en 
la figura 29. Con relación a a la absorbancia obtenida para cada una de las fracciones a una 
longitud de onda de 465 nm, ee puede observar que existen tres fracciones bien definidas. 
La primera aparece antes del volumen de exclusión de la columna, lo que parece indicar que 
su peso molecular es superior a 50.000 Daltons. Esta fracción exhibe un señal muy débil. 
inmediatamente deipues del limite de exclusión, se eluye la fracción amarilla que presenta 
la señal más intensa en las condiciones espectroscÓpicas.de nuestro estudio. Los dos picos 
de menorlintensidad, que aparecen a continuación de la fracción amarilla y después del 
límite de inclusión de la columna, indican la aparición de nuevos compuestos de peso 
molecular inferior a 1.00(? Dalton. 
Tal y como se comentó en el fraccionamiento del EHT eluido con NaOH en 
Sephadex G-25, a partir de este momento ya no se puede compararlos pesos moleculares 
de las sustancias eluidas, pues la teoría de la exclusión no es aplicable cuando se han 
producido fenómenos de adsorción entre la matriz del gel y las fracciones. 
Después de 88 ml de Nao@ prácticamente cuando se había recogido toda la banda 
amarilla, se añadieron por este orden dos fracciones de hexano, dos de H,O y dos fracciones 
de HCI 0,lM. En total 24 m1 de diferentes fases móviles, ineficaces para desplazar la banda 
marrón. Hasta este momento, la columna no modificó su tamaño, ni su aspecto. A 
continuación se añadieron 4 mi de metanol, la banda se volvió rosa y comenzó a desplazarse 
a gran velocidad por la columna. La coloración rosa puede ser debida a la presencia sales 
ferrosas que son estabilizadas'en solución de polialcoholes, los cuales, además de formar 
complejos con el ~e ' '  inhiben cineticamente la oxidación atmosférica (Arribas y col, 1975). 
En ese momento la columna redujo su tamaño como consecuencia del uso del metanol, pero 
- se recogió toda la fracción adsorbida por el gel. 
En los anteriores ensayos de fraccionamiento del extracto húmico, habíamos 
u t i i d o  la medida de la absorbancia a 465 nm en análisis cuantitativo, y la relación EJE, 
para determinar los posibles cambios conformacionales que existen entre las fracciones. 
Esto era posible dado que se había utilizado siempre el mismo eluyente. En esta ocasión no 
podemos comparar cuantitativamente los resultados de las distintas bandas ya que no se 
utilizaron los mismos disolventes a lo largo del fraccionamiento (Chen y col, 1977; Hayes. 
1985). 
Con respecto a la relación E a ,  aparecen tres bandas recogidas también en la figura - .  
29 aunque sólo son comparables las dos primeras. La primera banda aparece antes del 
volumen de exclusión de la columna, por lo que su peso molecular será superior a 50.000 
Dalton. Su relación EJE, es mayor que la de la fracción amarilla, que se eluye a 
continuación con un y, 0,s. Su peso molecular aparente se encuentra dentro de los límites 
de separación del Sephadex G-75 eritie 50.000 y 1.000 Dalton. Chen y col (1977) indicaron 
que la relación E& decrece cuando se incrementa el tamaño molecular y la condensación. 
D e  acuerdo con esta afirmación, dado que la fracción primera presenta mayor peso 
moleculár y también mayor relación EJE6, se espera que presente un mayor carácter. 
alifático. La figura 29 presenta además una tercera banda a un K ~ 2 ; 3 ,  dado que ésta se 
. . 
eluyó con metanol, no es comparable con la otras dos aunque su relación E&, es menor. 
Figura 30 Concentración de Fe total en cada Fracción del EHT eluida con NaOH en Sephadex G-75 
. . 
El contenido de Fe total para cada una de las fracciones eluidas viene dado en la 
figura 30. Una primera asociación Fe-húmico aparece en la banda mayor de 50.000 
Dalton.Tal y como se ha ido comprobando a lo largo de este estudio, la banda amarilla, no 
contiene Fe en ninguna de sus fracciones. La mayor parte del hierro aparece prácticamente 
al final del cromatograma, en aquellas fracciones que se adsorbieron en la matriz del gel. 
Curiosamente, sólo una de las fracciones presenta asociación C-Fe, el r'esto'no respondio 
al estúnulo del visible. Debe recalcarse, que estos datos no indican que.la mayór parte'.del 
hierro se encuentre formando compuestos de bajo peso molecular en condiciones alcalinas. 
De hecho, ~ rons ted  (193 1) sugirió que las susiancias de mayoi peso molecular en series 
homólogas mostraban mayor afinidad por la fase estacionaria y como consecuencia se 
atrasaban respecto de las sustancias de menor peso molecular. 
En la figura 3 1 se representan los espectros FTiR de las fracciones obtenidas que 
mostraron las diferencias estructurales entre las fracciones obtenidas. La tabla 19 muestra 
la asignación de 1% bandas obtenidas, siendo F17 (fracción 17) que presenta un K, de 0.43; 
F19 (fracción 19) con K, 0.56 y F21 (fracción 2 1) con K , 0,69. Estas tres fracciones 
presentaban coloración amarilla. Los K, de las otras tres fracciones que aparecen en la 
tabla, F 36 (fracción 36), F 52 (fracción 52) y F54 (fracción 54), correspondían 
respectivamente a K, 1,62; 2,69 y 2,75. 
Las fracciones 17, 19 y 21 correspondientes a la banda amarilla son compatibles con 
un fulvato, similar al encontrado en los fraccionamientos con agua. En esta ocasión todos 
los grupos aparecen desprotonidos, como pone de manifiesto la ausencia de la banda a 
1725 cm-'. No se detectó Fe en ninguna de estas fracciones, pero si existe la banda a 1400 
cm-' que confirma el ion carboxilato, por lo que en estas fracciones estarán formando una 
sai. El resto de las bandas asignadas muestran la presencia de grupos C=O de las cetonas 
conjugadas, estructuras alifáticas, y también algún anillo aromático. 
La fracción 36 se eluyó tras la interacción con el metanol. En esta fracción se 
encontró Fe, que no parecía tener asociado C orgánico. Así, el espectro no parece 
compatible con una sustancia húmica. La presencia de bandas intensas entre 600 y 900 cm" 
indica la existencia de estructuras aromáticas, en concreto la banda a 833,7 refleja anillos 
p-sustituidos. El contenido alifático disminuye respecto de las fracciones que participaban 
en la banda amarilla. Las bandas a 1622 y 1384 cm-' indican la formacibn del complejo de 
Fe por el ion carboxilato. 
Para terminar hay que coment'ar las fracciones 52 y 54, correspondientes al final del 
procedimiento, que presentan un menor contenido aiifático que las anteriores. Sin embargo, 
reflejan d o s  aromáticos, como denotan las bandas de  flexión fuera del plano de C-H que 
aparecen entre 650-900 cm". Estas fracciones contenían la mayor concentración de Fe 
144 
eluido, especialmente la fraccion 52. Ambas se diferencian por la intensidad de sus picos a 
1400 cm-', que en la fracción 54 disminuye respecto a la fracción 52, indicando menor 
contenido de Fe enlazado. No se aparecen grupos carboxilos protonados. 
Tabla 19 Asignación de las bandas del FTIR a las fracciones 17, 19.2 1.36,52,54 eluidas,del fraccionamiento 
del EHT con NaOH 0 , lM en Sephadex G-75 
F 1 7  F 1 9  F 2 1  . F 3 6  F 5 2  F 5 4  Asignación de las bandas 
3386 - 3439 3437 3437 3413 3439 Tensión O-H de los grupos fenólicos 
2950 2962 2946 Tensión C-H alifálicos 
2933 2921 2929 Tensión C-H alifáticos 
2864 Tensión C-H alifabcos 
Tensión C=O quinonas y10 C=O-H en cetonas 
conjugadas 
1633 1623 1634 1614 Vibraciones C=C de estnicturas aromáticas, 
tensión COO- simétrico' 
1556 1554 TensiónCOO- simétrico 
C-H deformación del CH, y flexión de C-H del 
y 2  
1386 1384 1384 1385 COO- tensión asimétrico (CH deformación y 
tensión CO de O-H de los fenoles) 
1362 1339 1362 Tensión simktrico COO-, CH, 
Tensión C-O (CO, COOH, COC) y deformación 
O-H de los gmpos fenólicos 
OH alcohol alifáiico 
1109 1108 1)07 1108 1099 1108 ' Flexión C-H aromático fuera del plano 
1045 1023 Tensión C-O aril y vini1 éteres 
1001 1000 1000 1014 1002 Flexión COH, tensión CO de alcoholes y eteres, 
841. 873 874 Flexión C-H arom4tico fuera del plano 
836 828 834 Flexión C-H aromático fuera del plano 
702 701 71 1 705 722 Flesión C-H aromiiico fuera del plano 
. , 
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Figura 
El espectro de absorción en el UV-visible muestra dos picos que aparecen a 224 y 
336 nrn. El ácido salicilicopreseñta tres picos a 204, 236 y 307; mientras que sus sales 
presentan dos picos. La sal con un pioton menos aparece a 230,5 y 296 nm, al tiempo'que 
mientras que totalmente desprotonada lo hace a 242 y 306 nm. Esto induce a pensar que 
nos encontramos con fenoles sustituidos del tipo ácido salicilico o catecolaminas, formando . 
complejos de Fe 
2.1.3 Fraccionamiento del agua procedente de  la diálisis. 
De acuerdo con lo descrito en el apartado de materiales y métodos se liofilizó el 
agua de la diáiisis, obteniéndose muy pico  precipitado. Éste se disolvió en 5 ml de agua y 
se eluyeron 2 m1 a través de una columna de Sephadex G-15 (Vexclusión 6,O rnl). Solo dos 
fracciones presentaban color, la 4 y 5, eluidas a 8 y 10 ml, respectivamente, menor al 
volumen de exclusión de la columna. Se determinaron sus características espectroscópicas, 
en el uvlvisible, mostrando que la absorbancia de la fracción 4 a 465 nm era 0,049 nm y su 
relación E&,, 5,4, valor encontrado para los acidos ftilvicos procedentes de compost 
(Boyd y Sommers, 1990). 
Figura 32 Fraccionamiento del agua proocedenie del diálisis en Sephades G-25 
. , , . 
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Las dos fi-acciones se liofiluaron juntas, y este precipitado se eluyó por una columna 
Sephadex G-25 y Se midió el Fe total contenido en cada una. En este segundo 
fraccionamiento se recogieron un total de 32 fracciones de 2 m1 cada una. Ninguna de las 
recogidas presentaba color. La figura 32 muestra el Fe total contenido en cada una de las 
fracciones recogidas. La mayor parte del Fe se recoge después del limite de exclusión de 
la columna. 
Figura 33 Especiacion del Fe en cada una de las fracciones eluidas del EHT con agua en Sephadex G-25 
Estos resultados indican que los complejos de hierro pueden atravesar la membrana 
de diálisis. Estas pérdidas son mayores cuando las condiciones de trabajo presentan pH 
superiores a 9,5, por lo que puede tratarse de complejos de naturaleza fúlvica. 
2.1.4 Especiación de  Fe en el extracto húmico total 
La especiación del Fe se realizó de acuerdo con lo descrito en el apartado 1.1.5 de 
este mismo capitulo. Lo primero que conviene destacar es que el material de partida; si bien 
provenía del extracto húmico total obtenido al inicio del ensayo, procedía de una segunda 
liofilización. Aunque el extracto húmico total líquido se conservó en un bote de propileno 
herméticamente cerrado y aislado de la luz, y no se observó presencia de precipitado, el 
material se modificó. Los cambios que se produjeron afectaron especialmente a su 
,. 
solubilidad que a continuación pasamos a describir. 
Se partió de 1 0  mg del extracto húmico total, que se eluyeron en 5 mi de agua 
destilada calidad millipore por una columna de Sephadex G-25. Como ya se ha indicadoen 
el apartado 1.1 .5. de este capítulo aparecieron dos bandas una amarilla y otra marrón, la 
primera se eluyó con agua mientras que la banda marrón se quedó retenida en el gel y fue 
desplazada con NaOH 0,lM. 
La figura 33 muestra el Fe total y el Fe(I1) medido de acuerdo con Luther y col 
(1996). La mayor parte del Fe se asocia a los compuestos de alto peso molecular que se 
eluyen al volumen de exclusión de la columna (Kav = 0,07). La segunda fracción se observa 
que es soluble en NaOH 0,1M, y se eluye a un volumen correspondiente a 110-125 mL . 
(&.=1,09), también aparecen compuestos de Fe, pero en menor cantidad. Esta claro que 
el primer pico corresponde a compuestos de peso molecular próximos a 5.000 Daltons, 
pero no se puede atribuir compuestos de peso molecular inferiores a 100 daltons al segundo 
pico, teniendo en cuenta la interacción del compuesto con la matriz del gel. Estos efectos 
ya,han sido comentados en los ensayos de fraccionamiento del extracto húmico total, 
utilizando NaOH 0,lM como eluyente, y por el contrario no habían sido observados en 
medio acuoso. 
. . .  
Respecto la especiación de Fe se observa que el 84% del contenido en las fracciones 
se encuentra como Fe(III), pero existe aproxima'damente un 16% que se encuentra como 
Fe@). Esto es especialmente importante debido a la cinética de oxidación del Fe(I1) por el 
oxígeno y para mantener el Fe@) en disolución. 
2.2 Extracto acuoso 
2.2.1 ~ s t u d i o  del extracto acuoso' sin fraccionar 
El objetivo de la extracción acuosa es la determinación de los complejos Fe-humicos 
solubles en agua, a ñn de evaluar su comportamiento en la solución del suelo. Dado que el 
extracto acuoso no se purificó, el sólido puede presentar, además de materia orgánica, sales 
y otros compuestos solubles en agua que no son el objetivo de nuestro estudio. Por este 
motivo, la exposición de los resultados S-e limitará a las posibles sustancias húmicas 
presentes en este extracto y sus asociaciones'con Fe, independientemente de otros posibles 
compuestos. 
Los resultados para el análisis elemental (C, H, N y S), así como los datos de 
porcentaje de Fe se expresan en la tabla 20. El porcentaje total de los elementos que 
aparecen en dicha tabla apenas supera el 20 %.dato que indica la presencia de otros 
elementos solubles existentes en el material de partida. No se incluye el valor del oxígeno, 
ya que el error es muy importante cuando se calcula por diferencia respecto de los 
elementos restantes 
El porcentaje de C obtenido en Tabla 20 Annlisis elemental y Fe total para el liofilizado 
resulinnte de la extracción en agua. 
el análisis elemental de la fracción 
soluble en agua es muy bajo, tal como C (%)' 2.96 
ocurre también con los datos obtenidos H (%) 3,12 
para el Fe, pero indica que pueden N (%) 3.66 
existir complejos -Fe-húmicos solubles S (%) 11.73 
en agua. Destaca el elevado valor Fe (%) 0,007 
mostrado por el S 
El espectro W-visible del extracto acuoso en solución acuosa (pH 6,75) aparece 
en la figura 34. Se  observa ausencia de picos definidos, pero se observa una fuerte 
absorción en el W. En esta zona del espectro la absorbancia se incrementa cuando decrece 
la longitud de onda y aparece una banda ancha compatible con un ácido fúlvico. La 
absorbancia a 465 nm es 0,103 para las condiciones mencionadas, lo que indica presencia 
de C orgánico. Con estos datos se puede indicar que se solubiliza materia orgánica, 
principalmente como compuesto fúlvico. 
A continuación se realizó el mismo estudio espectroscópico del extracto acuoso 
pero en NaOH 0,lM. En dicho estudio, aparece un pico definido a 282 nm, idéntico al 
obtenido en el caso del extracto húmico total, pero con un valor de absorbancia mayor. 
. . 
. ~ - 
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También ¡a relación E & ,  esta próxima, (4,2 ) y la absorbancia a 465 nm disminuye con un 
. , 
valor de 0,070. 
Figura 34 ~ s ~ e c t r o  de UV-visible para el extracto acuoso 
> 
Uno de los principales inconvenientes de la obtención de los espectros IR de 
* i 
sustancias húmicas en sistemas acuosos es la presencia de dos bandas ancha e intensas a 
3400 y 1640 cm-' que enmascaran la zona de mayor interés en el espectro de las sustancias 
húmicas. El espectro FTIR para el extracto acuoso serealizó en dos aparatos diferentes, 
obteniéndose los espectros mostrados en la figura 35 y 36. La figura 35 se corresponde con 
. . 
el espectro FTIR obtenido con un aparato Bio-Rad, mientras que para efectuar el de la 
. . 
figura 36 se utilizó un aparato Bruker. Las ventajas de este segundo aparato respecto del 
* . ,  primero es la desecación previa de las muestras y que la medida de realiza en vacío. 
Losdos espectros muestran una banda muy ancha en la región de 3400 cm-', como 
consecuencia de la presencia del agua coordinada. Esta banda oculta las posibles bandas de 
tensión de los OH correspondientes a los grupos fenólicos. Lo mismo ocurre' con la banda 
a 1600 cm-'. que intrfiere en-la ?iefermiinación ¿ie los gnipo c'arbo~io. N o  se-encuentran. - 
bandas características de las sustancias húmicas,'excepto la banda de 1760 cm-' asignada 
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a los gmpos ester de las sustancias húmicas. La existencia de bandas en la región de 900- 
650 cm" indica la presencia de nucleos aromáticos, aunque no podemos asegurar su grado 
de siistitución. 
2.1.2 Fraccionamiento del extracto acuoso. 
A) Sephadex G-15 
La figura 37 recoge los contenidos de Fe total en función de K, para cada una de 
las fracciones obtenidas cuando se eluyeron 10 mg.del extracto acuoso por una columna 
con Sephadex G-15. El perfil de elución muestra dos picos importantes que se presentan 
después del volumen de exclusión de la columna. Estos datos indican que el extracto acuoso 
presenta un peso inferior a 1.500 Dalton. Del mismo modo, la fracción que tiene menor 
peso molecular es la que lleva asociado el mayor contenido de Fe. 
Figura 37 Concentración de Fe total en cada una de las %acciones del extracto acuoso eluidas en sephadex G- 15 
Kav 
El altura de pico para la primera fracción es 0,02 mglL, mientras que la fracción de 
menor peso molecular alcanza valores próximos a 0,l  mgL.  Considerando que añadimos 
10 mg de extracto, quesupone.0,0007 mg Fe añadidos prácticamente se eluye todo el Fe 
- (0,0006 mg Fe). 
Cuando' el extracto acuoso se fraccionó con Sephadex G-25, se midió el Fe total por 
absorción atómica en cada una de las fracciones directamente después de acidificar las 
fracciones con HCI al 2%. La medida directa de Fe en las fracciones mostró que ninguna 
de eUas presentaba asociaciones de este metal, ya que se obtuvieron valores de absorbancia 
próximos al blanco, (datos no mo&rados).'Considerando estos niveles como validos, dados 
los bajos contenidos de Fe en el extracto acuoso cabría concluir que el Fe presente en el 
extracto acuoso no se encuentra asociado con ninguna fracción que presente pesos 
rnoleculares superiores a 5.000 Daltons. Dato éste ,que ya se había observado en el 
fraccioriamiento con ~ e i h a d e x  G-15. 
V.ESTUDI0 DE LAS CARACTERÍSTICAS ÁCIDO-BASE DE 
LOS ÁCIDOS F~LVICOS. 
1.1 Extracción y purificación.de los ácidos fúlvicos. 
La extracción de los ácidos fúlvicos se hizo de acuerdo - con el método propuesto 
pqr la ~nternational Huqic Substances SoEiety (1983). Este procedimiento de extracción 
de sustancias húmicas es de tipo secuencial: principiando por su realización en medio 
acuoso ácido y continuando, posteriormente, en un medio acuoso alcalino. La primera 
extracción da rendimientos bajos pero ésta mejora cuantitativamente en la segunda. Así. el 
objetivo de la extracción ácida es eliminar carbonatos; otras sales y cationes floculantes, 
especialmente el Fe que se presenta en elevadas concentraciones en el Aquamato Ferrico. 
La extracción alcalina es la solubilizacion del propio humus. 
Este proceso consiste básicamente en la extracción con NaOH O, IM, separación de 
los ácidos fülvicos en HCI a pH 1-2, adsorción en columna de XAD-7 y posterior desorción 
con NaOH. La extracción de silicatos se llevó a cabo mediante tratamiento con una 
disolución diluida de HF y posterior purificación de la disolución con XAD-7. A 
continuación, se hace pasar el ácido'fúlvico sobre una resina de intercambio iónico de 
Amberlita protonada para obtener los ácidos fúlvicos exentos de Na. Finalmente, la 
disolución obtenida se liofiliza para dar los ácidos fúlvicos en polvo completamente seco. 
Seguidamente se describe el esquema de la extracción y purificación de los ácidos 
íiilvicos. 
Exlraccióti ácida . ' 
1 .Aquamato férrico seco al aire (35 g) 
2. En un vaso de precipitados de 1000 ml se añadió 7 ml de HCI 1: 1, hasta pH I 
3.Anadir 343 ml de agua, 1: 10 peso: volumen y una concentración, de [HCI] final 0,l N 
4.Agitación magnética durante 1 hora . . . 
- 5 , ~ e n t r i f u ~ a r  a 5000 rpm en una centrífuga Beckman J2HS 
Las sustancias húmicas forman complejos con los metales cuya solubilidad depende ' 
del p w  de la presencia de sales y del grado de saturación de los sitios de enlace (Stevenson, 
1994) Debido a su menor peso molecular y al elevado número de grupos funcionales 
ácidos, los complejos metálicos de ácidos fúlvicos son menos susceptibles a precipitar que 
los ácidos húmicos Tanto los ácidos húmicos como fúlvicos actúan como polielectrolitos 
débilmente ácidos, en los cuales la ionización de los grupos COOH está controlada por el 
pH, afectando así a la habilidad para enlazar iones metálicos. La determinación de las 
constantes ácido base permite comprender estos procesos de formación de complejos, al 
tiempo que proporciona una herramienta necesaria para la especiación química en presencia 
de estos fulvatos. 
Esta determinación resulta, sin embargo, dificultada a causa del elevado grado de 
oxígenos sustituidos que pueden contener las sustancias húmicas y que produce una mezcla 
compleja de gmpos funcionales ácidos. Para describir sus propiedades ácido base es 
. esencial identificar y cuantificar estos grupos funcionales de forma reproducible, así como 
determinar con un modelo apropiado y lo más riguroso posible el rango de los valores de 
pKa que existen. 
Las valoraciones directas no son aptas para determinar la acidez -total de las 
sustancias húmicas, ni la debida a sus grupos carboxilos o fenólicos (Perdue, 1985), por ello 
se han desarrollado modelos matemáticos que describen el enlace protón por las sustancias 
húmicas. Aigunos de estos modelos fueron inicialmente elaborados para otros propósiios, 
como la descripción del enlace protón por proteínas, ácidos poliméricos, y resinas. de 
intercambio iónicos. entre otros. 
Para la obtención de las constantes de acidez en la mezcla de ácidos fúlvicos 
extraídos del Aquamato fémco se utilizó el modelo de distribución,continua previamente - - 
desarrollado por Perdue y Lytle (1983). Estos autores consideran que la distribución de 
g ~ p o s  funcionales de las sustancia húmicas puede describirse como una mezcla de 
distribuciones, próxima a una distribución gaussiana los grupos carboxilicos, y a una 
distribución similar para grupos fenólicos y otros grupos que presentan acidez más débil. 
& Inc a d m # ü h ~ r n c  , . , .. . 
a.Residuo: fracción fúlvica del extracto alcalino 
b.Sobrenadante: para extracción alcalina, que en este caso se desechó por el alto 
contenido en Fe. - 
A lcalina . 
6,Neutralizar el residuo con NaOH O, 1N 
7.Añadir 340 m1 de NaOH O, 1 ~ ' ( 1 :  10 peso:volumen) 
8.Poner atmósfera inerte N, 
9.Agitar 24 horas 
I0,Centrihgar a 5000 rpm en una centrífuga 
a.Residuo: material mineral+humina, desechar 
.b.Sobrenadante: para separación de fracciones 
11 .Acidificar sobrenadante con HCI hasta pH 1, y dejar flocular 12 horas 
12,Cen!rifugar en las condiciones anteriores 
a.Sobrenadante: fracción fúlvica extracto alcalino 
b .~es iduo:  fracción húmica extracto alcalino 
Cromaromafía deabsorcióri 
13.Pasar la fracción fúlvica del extracto alcalino (sobrenadante del paso 12) por una 
columna de adsorción XAD-7 (Volumen de columna de 50 ml) 
14.Lavar con 0,65 volúmenes de columna la columna XAD-7 
15.Eluir la columna con 1 volumen de columna de , N ~ O H  0,lN y 2 de agua 
16.Acidificar con HCI hasta pH 1 
17.Añadir HF, [H%] final 0,3M 
18.Regenerar la columna XAD-7 (pasar con HCI O, 1 N, 1 volumen de columna) 
19.Con la mezcla de ácidos fúlvicos repetir los pasos 13, 14 y 15 
20 Pasar solución de AF por una columna de intercambio catiónico AMBERLIST 
protonada 
21 Recoger el eluyente cuándo su pHs 3 
22 Regenerar la columna AMBERLIST, (pasar HCI 0,1N, 1,5 volúmenes de columna) 
Lio filizacióri 
23,Congelar la solución de AF 
24.Liofilizar en un liofilizador TELSTAR mod. ~ r y o d o s  
- 
Los AF purificados en polvo se guardaron en un bote de vidrio oscuro y en un 
desecador de CaO. 
1.2. Caracterización de  los ácidos fúlvicos. 
Los ácidos fúlvicos h e y n  caracterizados a través de su análisis elemental 
(contenido en C, N, H, S y O ) y  su absorción en el Infrarrojo mediante la realización de su 
espectro FTR. La metodologia es la descrita en el apartado de materiales y métodos del 
capítulo IV, bajo el epígrafe "Estudio de la interacción Fe-materia orgánica por 
cromatografia de permeación sobre gel". 
Las características químicas de los ácidos fúlvicos extraídos es la que seguidamente 
se indica. 
1 l 
Tabla 22: Análisis elemental de la mezcla de ácidos fúlvicos 
extraidos del Aquamato Femco 
C M  (molar/molar) 36.6 
* Cálculo por diferencia 
Los niveles de elementos encontrados en la mezcla de ácidos fúlvicos extraídos del 
Aquamato Férrico presentan valores normales para ácidos fiilvicos, conforme a lo 
enunciado por Steelink (1985), Schitzer (1978) y Kononova (1962). El oxígeno presenta 
un valor un poco elevado que pudiera ser debido al cálculo por diferencia, mientras que, 
tanto el hidrógeno como el nitrógeno, se encuentran dentro de los límites mínimos. 
Boyd y Sommers (1990) indicaron que los contenidos elementales en acidos fúlvicos 
procedentes de compoSt variaban significativamente respecto de los ácidos fúlvicos de 
suelos. Sin embargo, esta variación no se ha constatado en nuestra experiencia. Tampoco 
aparecen contenidos de S mucho mayores que los aceptados para ácidos fúlvicos desuelos, 
.. . ni sus relaciones CM y C/N difieren de las mencionadas, aunque en nuestro caso el origen 
del producto sea un medio acuático. 
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Tabla.21: Asignación de las bandas del espectro FTIR para la mezcla de ácidos 
fúlvicos ex-aida del Aquamato fémco 
Transmisión 
FTIR 
Asignación 
(cm-') 
343 1 Tensión O-H 
3228 ' Tensión de C=O 
2983 Tensión CH, metilcetonas 
2937 Tensión asimétrica CH de -CH,- 
262 1 Tensión OH asociada a los ncidos carboxilicos 
1719 Tensión C=O del COOH 
1634 C=O de los p p o s  amida, quinona y /o C=O de H , 
enlazado a cetonas conjugadas 
1384 Tensión simétrica COO- ( y deformación CH, tensión 
CO de OH fenólicos) 
1232 Tensión C-O y deformación de COOH,tensión C-O 
de los a i i  éteres 
1085. Deformación C-H aromática 
1044 Flexión COH, tensión C-O de éteres 
7.45 Flexión O-H fuera del plano de los fenoles 
Según estos mismos autores, los espectros de IR para los ácidos fúlvicos y humicos, 
originados a partir de Iodos, son compatibles con los del tipo iiI de la clasificación de 
Stevenson y Goh (1971). Esos espectros presentan las bandas características de las 
sustancias humicas, pero además aparece una banda fuerte a 1540 cm-' debida a la tensión 
C-O en los polisacáridos, que en nuestro estudio no existe Teniendo en cuenta que la banda 
a 1600 cm.' es inferior a la de 1700 cm.', el ácido fúlvico extraí'do del Aquamato férrico 
podría encuadrarse dentro del tipo 11, cokespondiente a ácidos fúlvicos de bajo peso 
molecular caracterizados por una fuerte absorción a 1700 cm". ' 
El espectro de la figura 38 muestra un ácido fúlvico con elevada aromaticidad, pero 
también presencia de sustituyentes alifáticos. La intensidad de la banda a 1720 cm" indica 
que el p p o  carbonilo es fuerte, y tanto esa banda como la centrada a 1634 cm-', denotan 
l a  existencia de grupos C=O y C=C, respectivamente, incluyendo formas conjugadas. La 
banda a 1384,s cm.' conñrma la existencia de p p o s  fenólicos, aunque también puede tener 
influencia' sobre las cadenas alifáticas. Por ültimo se observa una banda ancha centrada en 
1232 cm-' que manifiesta la presencia de grupos oxigenados como fenoles, éteres y 
quinonas. 
Las características espectrales del Extracto húmico total recogidas en la figura 19. 
capitulo IV, y las mostradas por la mezcla de ácidos fúlvicos son muy similares. Cabe 
destacar la ausencia de la banda a 1720 cm-' en el extracto húmico total, apareciendo, sin 
embargo, otra a 1584 cm-', característica de los enlaces iónicos con metales a través del 
gmpo carbonilo. Por otra parte, las bandas a 1584 cm" y 1385 cm-' que reflejan la 
presencia del ion carboxilato se debilitan en la mezcla de ácidos fúlvicos. A la luz de los 
datos reseñados, es posible afirmar que el Extrncto hzímico total tiene fundamentalmente 
una naturaleza fúlvica, con la mayor parte de las posiciones carboxilo ocupadas por iones 
metálicos, principalmente Fe, como han demostrado los ensayos de fraccionamiento. 

1.3 Valoraciones potenciométricas. 
1.3.1 Descripción del sistema 
El sistema de valoración automatizada se presenta esquematizado en la figura 39, 
donde se indican los siguientes componentes; 
Valorador automático Mettler modelo DL77 con microprocesador, y los elementos 
enumerados a continuación: 
I~alorador Mettler (1): con conexión para dos electrodos de medida, un electrodo 
de referencia y conexión al ordenador tipo RS-232C. Además presenta tres salidas 
auxiliares para el agitador, bombas y válvulas. La medida se realiza potenciométricamente 
en un rango de amplificación de *2000 mV y una resolución de 0.1 mV, 0,002 pH (pM, 
pX). El punto cero de deriva es menor de 40 KV/"C. 
Eytripo de dos buretas atrton~aticas (2): controladas por el microprocesador del 
valorador. con intercambiadores de 10 ml capacidad y resolución 115000 el volumen de la 
bureta. Los materiales que presentan contacto con el valorante son vidrio borosilicatado, 
materiales cerámicas y teflón. Previamente a cualquier valoración las buretas se lavaron con 
el reactivo que iba a contener. 
Electrodo de medida (3): para la medida de pH se utilizó un electrodo combinado 
de vidrio Mettler DG-I 11-SC. Se usa una disolución de KCI 10% para el electrodo de 
referencia. ~ s t e  electrodo se guardó siempre en una disolución tampónde pH 7,00 cuya 
fuerza iónica se había ajustado a 0,l  M con KNO,. Antes de introducirlo en el vaso de 
reacción se lavó bien con H,O desionizada. 
Botellas de reactivo y tubos desecadores (4 y S ) :  cada botella de reactivo se 
presentaba conectada a la bureta a través de los soportes de los intercambiadores. Estos 
soportes se ajustaban a modo de tapón y presentaban un tubo de aspiración que va a la 
jeringa de la microbureta y otro dispensador de la microbureta a la celda de reacción. Los 
. . 
Figura 39 Esquema del valorador automitico 
" 
tubos dispensadores estaban fabricados de polietileno. Los soportes presentaban además 
otro orificio para la sujeción de un tubo desecador modelo 23961 d e  Mettler relleno de CaO 
(Reactivo análisis) que sirve como absorbente de H 2 0  y CO,. 
Ag;fador de hélice (6): colocado en el interior de la celda 'de reacción con una 
velocidad máxima en a&a de 3500 revlmin. 
Brazo de reflón (7): conecta el valorador con la celda de reacción. Este brazo 
presenta seis agujeros donde se insertan el agitador, el electrodo de vidrio y los tubos 
dispensadores de reactivos valorantes y de N,. 
Cella de reacción termostatizada (8): con 80 m1 de capacidad acoplada al valorador 
por un brazoy ajustada herméticamente al valorador por una anilla de teflón y una tuerca 
del mismo material. 
Independiente del valorador el sistema de valoración automatizada presentaba: 
Baño termostático: modelo Digiterm 100 de selecta con sonda de temperatura y 
permite mantener constante la temperatura del baño con una precisión *O,] "C. El baño 
lleva un dispositivo que permite bombear el agua del baño al exterior, con lo cual se envía 
agua hacia el baño termostático. 
Sistenta de burbujeo de N, : consiste en una botella de N, dC-55 de Carburos 
metálicos y dos fiascos lavadores (250 mL) por donde pasa el N, antes de llegar a la celda 
de reacción. En el primero de los fiascos lavadores (mas cercano a la botella) hay unos 150 
rnL de  KOH O, 1 M que tiene por finalidad de eliminar las impurezac de CO, presentes en 
el gas. En el segundo se adicionaron unos 150 rnL de H20  ultrapura con el fin de humificar 
el gas y que el burbujeo en la disolución dé medida no produzca una evaporación de agua 
con la consiguiente concentración. El gas se burbujea en la disolución a través de un tubo 
de vidrio de 5 mm de diámetro. 
Ordenadorpersonal con un puerto Serie RS-232C para la recepción de los datos 
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experimentales. 
1.3.2. Funcionamientodel sistema 
Los criterios de medida y adición de reactivo se ajustaron a los descritos por De la 
Torre (1 993) para la determinación de ¡as constantes de ácidos fúlvicos procedentes de 
suelos del Montseny y las características del valorador. A continuación se detallan la 
adquisición de datos y adición de valorante, incluyendo entre paréntesis la opción elegida 
de acuerdo con la denominación de M ~ T T L E R  
La adquisición de la medida se realizó a equilibrio controlado (EQU), es decir, el 
equilibrio debia establecerse' en la solución antes de que el valorador aceptase un valor. Los 
parámetros responsables del equilibrio son AUAt, incremento del potencial en la disolución 
. . 
con el tiempo. En cuanto al criterio fijado se aceptaron como tolerables derivas en tomo a 
0,l-0,2 mV.min-'. El tiempo máximo de medida para evitar que una lectura inestable tuviera 
la vdoración detenida durante mucho tiempo, se estableció entre 5 y 15 minutos según los 
casos. 
En las valoraciones-de estandanzación y calibración, el volumen se adicionó con 
incrementos constantes (INC) y las dosificaciones se hicieron depender del pH. En las 
valoraciones de ácidos fúlvicps se escogió la adición dinámica de reactivo @YN), 
calculando el incremento de potencial AE de lasdos últimas adiciones, con un incremento 
prefijado que deseábamos se mantuviera constante durante la valoración. 
< .  
. . 
El fin de la valoración viene indicado por el pH final de la valoración. El valorador 
va grabando en un fichero la información correspondiente a cada punto de la valoración y 
una vez finalizada exporta todos datos al disco duro del ordenador. 
1.3.3. Obtención de  datos experimentales con pbtenciometría 
Para evitar la contaminación con la materia orgánica, todo el material de vidrio . .  
utilizado en la preparación de las disoluciones y en la valoración se mantuvo al menos 
durante 2 horas en disolución de mezcla crómica, y otras 2 horas en disolución de NaOH 
1M. Previamente a la preparación de las disoluciones, los matraces aforados y botellas de 
almacenamiento definitivo de patrones permanecieron toda la noche llenas de agua destilada 
de calidad Milli-Q. 
1.3.3.1. Factorización del KOH y del HNO, 
El KOH se valora frente a un patrón primario de fialato ácido de potasio (KHF) 
Inmediatamente a continuación, y en la misma disolución, se estandariza el HNO, valorante 
frente al exceso del KOH ya normalizado El punto de equivalencia se calcula mediante la 
aplicación de la función de Gran en la zona alcalina de la valoración, tomándose las lecturas 
después del punto de equivalencia del KHF. 
Para la valoración se preparó, mediante pesada, una disolución patrón 0,001 M de 
KHF (PANREAC PR), previamente desecado a 105 "C. Se introdujeron 25 ml de esta 
disolución en la celda de reacción a 25,O *0,loC, se agitó y en presencia de N,, y a 
continuación se añadieron: 
10 alícuotas de 20 pL de KOH O. 1 M aprox. 
*450 pL de KOH para pasar el punto de equivalencia 
10 alícuotas de 20 FL de HNO, O, 1 M aprox. 
Los cálculos se realizaron de acuerdo con la ecuación (5): 
donde E es el potencial medido (niV), S la pendiente del electrodo, V son los distintos . . 
volúmenes adicionados, y E: es el potencial de referencia del electrodo. .La ecuación es una 
recta donde el término a la izquierda de la igualdad es la variable dependiente y V,, la 
variable independiente. El cálculo de la molaridad real del KOH se efectúa a partir del 
volumen equivalente y éste es el cociente entre la ordenada en el origen de la recta y la 
pendiente 
. . 
En el caso de la valoración del ácido, la ecuación (6)  utilizada es similar teniendo 
en cuenta la cantidad de álcali añadido previamente, . 
M ) lo(-"S) - IO(-K'S)M l@'E'S)~ I = -(Vm M, - V,, , H . V H .  ( 6 )  
El volumen de ácido equivalente es la ordenada en el origen dividido por la 
pendiente de la recta y la molandad del ácido se calcula según la ecuación (7);  
En todas las valoraciones se aceptaron como buenas las valoraciones que daban un 
coeficiente de Pearson (?) de la función de Gran de al menos 0,999. Los cálculos se 
realizaron mediante una hoja de cálculo Microsofi Excel, 97. 
Las concentraciones de KOH y HNO, obtenidas tras la estandarización con KHF 
0,001' M, se corresponden con 0,115 M de KOH y 0,156 M para el m O ,  
1.3.3.2. Deíern~inacióti del Kw afuerza iótiica 1=0,100 M 
Todas las valoraciones se realizaron a fuerza iónica constante y la calibración del 
electrodo se efectuó en unidades de concentración de H', por estas razones es necesario 
conocer el valor de la constante de ionización del agua Kw. El método seguido es el 
descrito por Marqués (1989). Se realizaron dos calibraciones una-en medio ácido y otra en 
medio básico sin sacar el electrodo de la disolución, con el fin de obtener la constante del 
electrodo E, y a continuación determinar a. La determinación se realiza a 25 "C y en 
atmósfera de N, por lo que la pendiente del electrodo se mantiene igual a 59,157 mV. 
Las adiciones son las siguientes: 
*20 mL de HNO, 0,001 M a 1 = 0,100 M en celda de reacción 
+ 10 x 10 pL KOH Calibra E: (pH 3-3.5) 
*400 UL KOH Sobrepasa el punto de equivalencia 
1 0 x I O ~ L H N 0 ,  Ca l ib raaEy(pH11)  
Para calcular el valor de E: se determina el valor VoH,, gráficamente, mediante la 
función de Gran, de acuerdo con la ecuación (8) 
donde E es el potencial leído (mV), S la pendiente teórica del electrodo, V, el volumen total 
y los superíndices indican cantidadesiniciales previas a la valoración. El volumen de KOH 
equivalente, es de nuevo el cociente entre la ordenada en el origen de la recta y la pendiente. 
Una vez hallado este volumen equivalente, se calcula la [H'] y E: en cada punto 
' de la valoración según las ecuaciones (9) y (10): 
[H'] = cvr - vZ> MO" 
v, 
E! = E  - S log [ H * ]  (10) 
Del conjunto de datos de E: se calcula la media. El cálculo de E:" es similar, pero 
se realiza con los datos posteriores al punto de equivalencia. 
Una vez calculados [H'] y [OH] se sustituyen sus valores en la ecuación de 
do lnc -c , . , . . . 
. - 
. . 
ionización del agua por sus valores en la ecuación de Nerst, obteniéndose la ecuación (1 1) 
H OH E,, - E,. 
En la tabla 24 aparecen los cáiculos de Kw realizados en dos valoraciones sucesivas 
La media de este valor se utilizará para los cálculos de protonación de la mezcla de ácidos 
fiilvicos 
Tabla 22 Cálculo de Y. a 1 = 0,) M mediante calibración del electrodo en pH Acido y alcalino 
' ,> . . 
d 
. . 
1.3.3.3. Calibi~ció~i del electrodo de pH 
Con carácter previo a la valoración ácido-base realizamos una calibración del 
electrodo de pH en concentración. Esto implica el cálculo de E," correspondiente a la 
fuerza iónica de la valoración. Dadas las condiciones de temperatura y atmósfera de N,, 
consideramos S constante y a partir del potencial leido se puede deducir la concentración 
de protones en la disolución. Esta medida resultará posible en tanto se mantenga constante 
la fuerza iónica. Las ventajas que presenta esta forma de calibración fueron explicadas por 
De la Torre (1993) y entre ellas se puede destacar la posibilidad de realizar las medidas de 
actividad, transformando, a su vez, estos datos en concentración en ecuaciones teóricas. 
Además, el error se mantiene constante ya que el electrodo no se extrae de la disolución y 
su valor absoluto queda incluido en el.valor de E: calculado.' 
Para la calibración del electrodo de pH se realizaron los siguientes pasos: 
b25 mL de HNO, 0,001 M a 1 = 0,100 M en celda de reacción 
*10x 10wLKOH 
*Continua la valoración del ácido fúlvico 
El cálculo de E," se realiza como en el apartado anterior ecuaciones (9) y (10) 
l. 3.3.1 Valoración ácido base del ácido fiilvico 
De acuerdo con los ensayos efectuados por-De la Torre (1993), se prepararon dos 
disoluciones madre de  de 200 y 400 mg.L>' en KNO, 0,100 M, utilizando materialde 
vidrio cuidadosamente lavado. Una vez hecha la mezcla, se agitaron durante una noche para 
su total disolución y se dejaron reposar como mínimo durante cinco días, antes de su 
utilización. En todos los casos se obtuvieron disoluciones transparentes. Estos patrones 
fueron conservados en botellas de vidrio opaco y en nevera aproximadamente a 5 "C. 
El KNO, se añadió para ajustar la berza iónica de estas disoluciones madre. Para 
ello.no se tuvo en cuenta la contribución de los AF a la fuerza iónica total, habida cuenta 
que es muy reducida, por lo que se añadió la cantidad necesaria para preparar una 
disolución 0,100 M de KNO,. 
La valoración ácido-base de los AF sigue la misma metodología descrita por De la 
Torre (1993) para la determinación de la distribución de las constantes ácido-base de una 
mezcla de ácidos fúlvicos extraídos de suelos del Montseny. Como reactivos fiieron 
utilizados KOH O, 1 M y KNO, O, 1 M previamente estandarizados. ~ambikn  se determinó 
el valor de la constante K, . Tanto la estandarización de los reactivos como el cálculo de 
la K, se realizaron de acuerdo con los apartado 1'.3.3.1 y 1.3.3.2 de .este capitulo, 
respectivamente. 
- . 
Inmediatamente antes de la valoración. se hizo una calibración del electrodo de 
vidrio con 25,O mL de una disolución de HNO, 0,001 M aprox. y adiciones de KOH O;l 
. .. 
M, del mismo modo que se deschbe en el apartado 1.3.3.3. Una vez finalizada la 
calibración, se añadieron 20.0 mL de disolución madre de AF, comepando la valoración 
con KOH hasta pH 11, para a continuación valorarpor retroceso con HNO, hasta pH 2.5. 
Las adiciones de reactivo fueron variables con el fin de lograr un incremento de las 
mismas características del potencial leído Las condiciones de la valoración introducidas en 
el programa control se enuncian a continuación 
. .- 
*Tiempo mínimo de comprobación: 300 segundos 
*Deriva máxima admitida: 0;l mVmin-1 
+Intervalo cte de potencial: 7 mV 
+Dosis máxima dispensada: 200 pL 
*Dosis mínima dispensada: 2 pL 
Siendo las cantidades que se aportaron las siguientes: 
~ 2 5  d., HNO, 0,00 1 M aprox. con I=0,100M de KNO, 
rlOxlO pL KOH = 100 pL 
*volumen inicial 45,l ml 
~ 1 , 2 6  r n ~  de KOH'O,~ M 
~ 2 , 4 4  mL de HNO, 0,l M 
Por último, se realizaron 3 valoraciones de las madres de 200 y 400 mg.L-' de AF, 
y se aplicó el modelo a las seis valoraciones. 
Resta indicar que en el programa de ajuste F G m C  se introducen como variables 
la concentración de H y de ligando libre, calculando esta última a partir del balance de 
cargas aplicado a cada punto de la valoración; según describe De la Torre (1993). 
2. RESULTADOS 
2.1 Valoraciones ácido base de ácidos fúlvicos. 
La figura 40 muestran las curvas de valoración para la mezcla de ácido filvicos 
extraídos a partir del Aquamato Férrico y en los dos intervalos de concentraciones 
estudiadas; 200 y 400 mgL-'. 
. . 
La interpretación de las curvas de valoración de las sustancias húmicas es compleja, 
pero según Stevenson (1994) pueden identificarse tres zonas. Los extremos se 
corresponden con las zonas de mayor acidez, donde se disocianan los grupos COOH y con 
la zona poco ácida, atribuida a los grupos OH y otros tipos de ácidos débiles. Por su parte, 
en la zona intermedia se superpone la ionización de grupos ácidos débiles (COOH) y muy 
débiles (OH). La acidez del gmpo carboxilo depende del entorno por lo que, según ese 
autor, no se deberían considerar idénticos todos los gmpos carboxilo. 
Figura 40 Curvas de valoración para la mezcla de ácidos fúlvicos exiraidos a partir del Aquamato firrico y en 
los dos internalos de concentraciones estudiadas: 200 y 400 mg.L-l. 
mL KOH 
Lo cierto es que la selección del punto final de la valoración entraña dificultades 
dada la naturaleza de la curva. Aunque algunos autores defiendan el uso de métodos 
gráficos a partir de las valoraciones directas, bien aplicando modificaciones de los métodos -. . 
de Gran (Gamble, 1972) o bien fijando un pH próximo a 8 como criterio de punto final en 
la valoración (Flaig y col, 1975), estas valoraciones directas no son el método más 
. 
apropiado para la determinación de las constantes de acidez de un ácido fúlvico. 
Por este motivo, y como ya se ha indicado, se aplicará a los datos experimentales 
, . 
de Inc , . , . 
un modelo de distribución continua. Este presenta'la limitación de considerar únicamente 
los grupos cargados influyen sobre la acidez de los grupos funcionales, por lo que sólo se 
tiene en cuenta los efectos estadísticos y electróstaticos de dichos grupos. No obstante, en 
la medida en que también toma en consideración la concentración relativa de cada ligando 
. . distribuida normalmente en relación al p K  del ligando, este modelo aporta una buena 
aproximación a cual sea la distribución más probable de los grupos funcionales ácidos en 
sustancias húmicas (Perdue; 1985). 
2.2.-Aplicación del modelo d e  Distribución continua . . 
A las seis valoraciones ácido base realizadas con los ácidos fúlvicos extraídos a 
partir del Aquamato fémco se les aplicó el 'modelo de ajuste FGMINC. El valor medio de 
cada uno de los parámetros calculados por el modelo a las valoraciones que presentaron 
mejores ajuste, se tomó como dato para recalcula'r las concentraciones y el SCR. En 
concreto, se seleccionaron tres valoraciones, dos de-200 y otra de 400 mg.L-'. 
En la figura 41 se exhiben las curvas correspondientes a las tres valoraciones 
escogidas para la aplicación del modelo, incluyendo todos los datos obtenidos en la 
valoración. Las lineas continuas corresponden a los datos que resultaron tras la aplicación 
del modelo, mientras los puntos muestran los datos experimentales. 
Puede observarse que a pHs inferiores a 8,5 el comportamiento ácido base es 
independiente de la concentración de ácido fúlvico (elmodelo describe muy bien esta 
tendencia). A partir de ese punto, la tendencia es diferente para cada rango de 
concentración, marcándose estas diferencias a partir de pH 10. Esto es particularmente 
importante, si tenemos en cuenta que a partir de pH 8,5 se produce la disociación de los 
grupos fenólicos. Borggaard (1974) explicó este efecto con fundamento en la autoxidación 
de la materia orgánica en presencia de trazas de O, y concentraciones de álcali elevadas. 
Este efecto se incrementa cuando las adiciones de álcali se efectúan lentamente en periodos 
prolongados de tiempo. 
. . 
De la Torre (1993) apreció este comportamiento divergente a partir de pH 10, 
atribuyéndolo al error indeterminado asociado al cáiculo de la concentración de ligando. De 
otro lado, la divergencia encontrada era mayor en la valoración de 200 mgL" lo cual estaba 
en consonancia con el cáiculo de propagación de errores. El error se incrementaba cuando 
además se consideraba el error asociado a la concentración de KOH añadida, especialmente 
importante al final de la valoración. Por este motivo, el autor puso énfasis en el hecho de 
realizar estas valoraciones a elevadas concentraciones de ácidos fúlvicos. 
Figura 4 1  Valoración ácido-base de la mezcla de ácido fúlvicos y curva estimada por el modelo. 
En el caso que nos ocupa, el modelo describe bien el comportamiento de la 
disolución ácido base, especialmente cuando la concentración'de la mezcla de ácidos 
fiílvicos es 400 mgL-'. Dado que la valoración fue realizada en atmosfera de N, y las 
adiciones se realizaban cada dos minutos (tiempo que tardaba en estabilizarse el electrodo), 
cabria imputar al error asociado a la concentración añadida e¡ motivo por el que el modelo 
no describiría correctamente la curva de valoración a 200 mgL-' a pH elevados. 
Siguiendo a De la Torre (1993), para el cálculo de las constantes sólo se utilizaron 
i q  
los lotes de datos inferiores a pH 10. Los resultados se muestran en la tabla 25 y 
corresponden al promedio de los ajustes de las tres valoraciones mencionadas. De acuerdo 
con el modelo de distribución normal Gaussiana, la distribución está definida por dos 
medias p, y p,, dos desviaciones típicas o, y o, y dos valores de concentración de puntos 
de enlace C, y C,. Esta suposición es bastante aproximada a la realidad de los pK, 
mayoritarios de los grupos ácidos existentes en la mezcla de AF, que se agrupan en tomo 
a dos valores cercanos a los correspondientes a los grupos carboxílicos y fenólicos. 
Los valores obtenidos para @ y a se acercan a los encontrados en otros estudios 
recogidos en la bibliograíia, especialmente a los descritos por De la Torre (1993). Elhecho 
de haber seleccionado los datos según su criterio puede influir en que los resultados estén 
más próximos a sus valores @e a los de Perdue, especialmente en lo referente a los puntos 
de enlace tipo fenólico. Sin embargo, la concentración de grupos carboxilo duplica a los 10 
moles C.g.'C citados por Perdue (1990) como promedio de grupos ácidos carboxílicos en 
extractos de sustancias húmicas. 
. . 
Tabla 23 Resultados de la calibracion del modelo con las valoraciones ácido-base de la inezcla de ácidos 
ftilvicos exiraidos del AquamateFémco 
Un dato relevante que debe ser considerado es el valor especialmente elevado de 
- 
SCR que debería ser mínimo para un buen ajuste. Pero como puede verse en la tabla &, "- 
cuando se aplicó el modelo de forma independiente a cada valoración en ningún caso superó 
0.1, incluso en aqtiellos casos que serechazaron por desviarse sus valores del promedio, 
por lo que se considera el ajuste adecuado. 
. 
0 2  
c, 
C, 
SCR 
!¿, 
AF Aquamato Femco 
3,244 
AF Montseny 
(de la Tome 1992) , 
3,763 
3,115 
19.24 
7.23 1 
2,903 
D.O.M. 
(Perdue. 1984) 
3.70 
2.07 1 
12.50' 
7,836 
0,1270 
1 ,84 
0,499 
5.10'' 
Tabla 24 Restados de lacalibración del modelo aplicado a cada una de la repeticiones que han sido utilizadas 
para la detenninación de las constantes ácido-base. 
Dado que el principal objetivo deeste ensayo era encontrar un valor adecuado para 
las constantes de acidez de la mezcla de ácidos fülvicos, y no tanto su contenido en grupos 
carboxilos y fenólicos que ya se ha descrito por los aná1isis.de FTIR, ha de considerarse 
comoaceptables los valores obtenidos para p y o. 
VI. VALIDACI~N AGRONOMICA DE LOS PRODUCTOS 
Se ha constatado que en condiciones de adecuada nutrición mineral, el uso de las 
sustancias húmicas produce efectos positivos sobre el crecimiento vegetal. El más común 
es el incremento de la . biomasa, . siendo la estimulación más efectiva en el crecimiento 
radicular que en el tallo. En disoluciones nutritivas; la respuesta típica observada muestra 
'- 
un aumento del crecimiento directamente proporcional a la concentración de sustancias 
húnicas, que se invierte cuando éstas alcanzan concentraciones muy elevadas. 
En la introducción se ha sido indicado que entre las aplicaciones agronómicas de 
estas sustancias destacan la estimulación del crecimiento, la corrección de deficiencias de 
micronutrientes y su utilización como enmiendas orgánicas en sustratos con bajos 
contenidos de materia orgánica, principalmente destinados a cultivos intensivos. 
Para evaluar los efectos del Aquamato f é m d  y del Doliron dentro de sus diferentes 
aplicaciones agronómicas. y en especial su eficacia como correctores de la clorosis férrica, 
se diseñaron varios ensayos vegetales. 
Inicialmente, se estudió el efecto sobre la nutrición férrica en cítricos y en 
melocotoneros, cultivos sensibles a este micronutriente y de importancia económica dentro 
de la Unión ~ u r 6 ~ e a .  En sus zonas de culiivi so? frecuentes las deficiencias de hierro' 
debido a) alto contenido de caliza en suelos. Con relación a la experimentación en citricos, 
se realizaron dos ensayos uno de invernadero y otro de campo. Este último se efectuó en 
Valencia y con una duración de dos años. Durante el primer año del ensayo de campo se 
o 
realizó simultáneamente el ensayo de inveinadero en condiciones controladas. El objetivo 
era evaluar la eficacia de los productos sobre plantas de menor edad, cultivadas en el mismo 
suelo que el cultivo de campo de Valencia. El ensayo sobre melocotoneros se desarrolló 
durante un año en la provincia de Lleida. 
Se ejecutó un segundo ensayo vegetal sobre plantas hortícolas en invernaderos 
comerciales con dos objetivos, más orientados al estudio de la capacidad dei Aquamato 
férrico como sustrato que como corrector de micronutrientes. El 'primer objetivo h e  
evduar la incidencia de una mezcla Aquamato férrico con otro sustrato orgánico sobre.la 
genninación y posterior desarrollo de plántulas de tomate y pimiento, mientras que en el 
segundo objetivo se pretendia determinar la influencia de  una mezcla de Aquamato férrico 
con el sustrato orgánico en el enarenado sobre la producción y desarrollo de plantas de 
pepino. 
Por último, se diseñó un fertilizante liquido para ser utilizado en fertirrigación, 
comprobándose su eficacia sobre plantas de tomate en invernadero de investigación. 
1.1. Evaluación sobre cítricos 
1.1.1 Ensayo d e  invernadero 
1 .1 .1 .1  Material vegetal 
Se ensayaron dos variedades en el invernadero: Citnis IIrtshiti Ten. var. Satsuma 
Owari y'~itn<s sinensis (L.) Osbeck var. Navel Lane Late ambas sobre portainjerto carrizo. 
La variedad Satsuma es de origen desconocido y apareció por primera vez en japon; 
donde constituye la mayor parte de las plantaciones de agrios. El árbol es vigoroso )I de 
mediano desarrollo, distinguiéndose por su resistencia al frio. El fruto tiene buen tamafio, 
carece de s e d a s  y su contenido en zumo es elevado aunque de escasa calidad (Loussert, 
1992). En el Mediterráneo sólo se produce en España con las que se inicia las campañas de 
exportación, si bien coincide con la maduración de clones precoces de clementina que dan 
mitos de calidad organoléptica superior. 
La variedad Lane Late es de origen australiano. El árbol presenta menos espinosidad . . 
que otras variedades tardías del gmpo Navel. El fmto es de forma redondeada y con.el 
ombligo poco visible exteriormente. Sus caractensticas organolépticas son buenas y el 
zumo, de sabor dulce y agradable, produce una baja proporción de limonina. Esta variedad 
es de maduración tardia, y el fruto se conservi bien en el árbol, incluso hasta finales de 
junio, sin perder su calidad organoléptica. Su productividad puede considerarse normal y 
puede ser una variedad interesante para prolongar el periodo de recolección del gmpo de 
variedades Navel. 
- El citrange camzo es un híbrido del Poncir~rs trifoliata y Citrus Sinensis (naranjo 
Washington Navel), cuya principal ,característica es su buena tolerancia a la tristeza; 
Además conviene destacar su resistencia al frío y a la gomosis producida por Phytophoia; 
1 
el crecimiento y vigor de los plantones en vivero, superiores a. los observados para el 
naranjo amargo; así como la productividad y calidad de sus frutos. Por desgracia también 
&enia defectos entre los que se encuentran su escasa sensibilidad a los cloruros y caliza 
del suelo, que  aprovechamos en este trabajo; así como a los excesos de humedad en 
terrenos pesados (Loussert, 1992). 
1.1.1.2 Desarrollo exptrinretrial. 
El experimento biológico se llevó a cabo en un invernadero de investigación 
semiautomatizado modelo Hiberlux cuya superficie total cubierta es de 260 m', y que se 
encuentra dividido en cuatro cámaras independientes, una de las cuales fue utilizada para 
nuestro ensayo. Está situado en el Carnpus de la U.A.M., orientado según el eje Este-oeste 
y dotado de un sistema de calefacción eléctrica y de una instalación de refrigeración tipo 
Cooling System. 
B) Condicioties Anibientales 
La duración y periodo anual en el que se desarrolló el experimento hizo que los 
intervalos obtenidos, tanto para la temperatura como para la humedad fueran amplios, 
oscilando para los distintos meses entre los siguientes valores: 
Temperatura diurna: 20°C-  30 "C 
Temperatura nocturna: 7 "C- 15 "C 
~ u m e d a d  relativa: 50%-60% 
El cultivo en suelo se realizó en tiestos con 18 litros decapacidad, que contenían 
2 litros de arena de cuarzo en el fondo, con el fin de mejorar el drenaje, y el resto de su 
capacidad fue completada con una mezcla al 50% de perlita (Comercial Projar S.A., 
Valencia) y suelo de Bétera (Valencia), cuyas características físicoquímicas se 
recogen en la Tabla 6 (ver capítulo 111, 1.4.2 Suelos agrícolas. Caracterización) 
s e  utilizaron plantones de las dos variedades enunciadas, procedentes de los Viveros 
Valencia (Peñíscola, Castellón). Aquellos fueron transplantados a los tiestos el 2 de iMarzo 
de 1994, y los tratamientos comenzaron el 12 de Abril del mismo año. 
Los tiestos fueron dispuestos en 4 bloques al azar. Cada bloque consistía en seis 
tratamientos para cada variedad, es decir, 12 tiestos por bloque. Los tratamientos aplicados 
fueron los siguientes: 
1. Control no tratado con fertilizante fémco. 
2. ~e-EDDHA: con adición de 20 g de Sequestrene-138 (Ciba Geigy)(l,2 g de Fe) 
. 
por árbol, en forma sólida y aplicado en dos agujeros efectuados en la zona 
radicular. 
3. Dosis normal deaquamato fé,mco: 130 gramos de producto (23,5 g de Fe) por 
árbol, en forma sólida y aplicados en dos agujeros efectuados en la zona radicular. 
4. Dosis doble de Aguamato fémco: 260 gramos de producto (47 g de Fe) por 
árbol, en forma sólida y aplicados en dos agujeros efectuados en la zona radicular. 
5. Dosis normal de Doliron: 126 gramos de producto (65 g de Fe) por árbol, en - .  
forma sólida y aplicados en dos agujeros efectuados en la zona radicular. 
6. Dosis doble de Dolion: 253 gramos de producto (1 3 de Fe) por árbol, en forma 
sólida y aplicados en dos agujeros efectuados en la zona radicular. 
De forma adicional a estos tratamientos, también se realizó una fertilización con 100 
m1 por tiesto de una disolución que contenía KN03 (2 mM), Ca(NO,), (5 mM) y KH,PO, 
(2 mM) Esta fertilización se realizó cada quince días durante todo el periodo que duró el 
experimento - 
Las plantas del cultivo se regaron mediante riego localizado de forma periódica 
según la época del año. En los meses de marzo a junio, cada dos semanas se alternaba con 
tres riegos semanales de 45 minutos y dos riegos la semana siguiente de otros 45 minutos. 
De Julio a final de ~ g o s t o  los ciclos eran de dos semanas regando 45 minutos cada dos días. 
De.Septiembre hasta finales del ensayo, los riegos coincidían'con los de marzo y junio. El 
13 de Septiembre de 1994 se aplicó un fitotóxico contra la araña roja a todos los árboles 
del ensayo. 
D) Mtiestreos foliares 
A lo largo del experimento se realizaron tres tomas de muestra que coincidieron con 
los momentos fenológicos de floración, formación de fruto y maduración de éste, si bien en 
nuestros árboles no se dio cita fenología debido a que fueron desflorados para evitar la 
fructificación. LOS muestreos se realizaron en las siguientes fechas: 
l a  Toma de muestra: 24 de Junio de 1994 (73 días) 
2" Toma de muestra:, 1 de Agosto de 1994 (1 11 días) 
3a Toma de muestra: 13 de Octubre de 1994 (184 días) 
La toma d i  muestra se realizó según el método de Chapman (1960). Debido a la 
juventud de los árboles, el número debrotes y hojas no era muy elevado. Por este motivo, 
se tomaron tres hojas de cada brote respetando la misma edad y en todas la direcciones. De . 
esta forma se obtuvo un número suficiente de hojas homogéneas para garantizar el análisis 
mineral. 
El material vegetal se llevó al laboratorio donde se trataron y 'analizaron macro y 
micr6element&, según se describe en el apartado 1.5 dees te  capítulo, punto 1.5.3.1 
"~&erminación por Absorción atómica" 
l.i.2 Ensayo de campo 
1.1.2.1. Material vegetal 
La &&edad escogida para el ensayo de campo fue Naveljna injertada sobre patrón 
amargo. Esta variedad ha alcanzado cierta importancia en el curso de las últimas décadas, 
sobre todo en España. Es un poco más precoz que la ~ a s h i n g o n ;  sus'fmtos son un poco 
más finos y tiene u-na epidermis intensamente coloreada. 
En general, las naranjas del grupo navel presentan dos características esenciales que 
diferencian a éstas de otras variedades. La primera es la presencia en el extremo estilar de 
un pequeño mito rudimentario denominado Navel; la segunda, que se trata de un gmpo de 
variedades sin semillas, y por tanto de elevado interés comercial. Los fmtos de las naranjas 
Navel son de maduración precoz (se recolectan de Noviembre a Febrero), de excelente 
calidad organoléptica, con pulpa cmjiente y fáciles de comer. Existen en el seno de este 
gnipo distintas variedades, originadas por mutación natural y posteriormente reproducidas, 
reconociéndose como el origen de la mayoria de ellas a la variedad Washington. Las 
naranjas Navel se adaptan mal a los climas calurosos de las regiones tropicales y 
subtropicales ya que en estas condiciones sus frutos carecen de coloración y de acidez. Las 
grandes regiones de cultivo son California. Brasil, Sudáfrica, Australia, 'España y 
Marmecos. 
Hasta 1956 el naranjo amargo representaba entre el 90 y el 95% del total de 
naranjos plantados en la región Mediterránea. Este alto porcentaje se debe a las excelentes 
cualidades del mismo, entre las que destacan la afinidad de injertos para adaptarse a 
numerosos tipos de suelo, su resistencia satisfactoria a la caliza, su buena' tolerancia a la 
clorosis. su fácil multiplicación por semilla, así como una gran afinidad con la mayor parte 
de las especies cultivadas. Sin embargo, la sensibilidad a la tristeza de la asociación 
CitmsDJaranjo amargo, salvo para el limonero, obliga a los paises productores del 
Mediterráneo a poner en práctica la sustitución por otros porta injertos. 
l .  1.2.2. Desarrollo exper;mental 
El ensayo de campo se realizó en una finca localizada en el término municipal de 
Béíera, provincia de Valencia, sobre árboles de 15 ailos.de edad. Esta finca fue seleccionada 
por el Dr. Francisco Legaz (I.v.I.A.), en atención a su alta homogeneidad y control 
periódico de la misma, como puede verse en los resultados mostrados en la tabla 26. En 
esta tabla se muestra el análisis foliar de los cítricos durante los dos años previos a este 
ensayo y en las tres parcelas que comprenden la finca. En nuestro ensayo utilizamos las 
parcelas 2 y 3, cuyo suelo es el indicado en la tabla 6 (ver cap. 111 punto 1.4.2. "Suelos de 
uso agrícola. Caracterización") y que además fue el utilizado en la experiencia de 
invernadero. 
Tabla 26 Estado nutncional de los irboles en los dos años previos al ensayo (Datos 
proporcionados por Dr Francisco Legaz. LVLA.) 
1992 1993 
Parcela 2 3 2 .7 
Ca (%) 7.53 
b (%] 0.24 1 
. . K (%) 1,35 
. . P (%) 0,158 
N (Yo) 2,42 
Fe (ppm) 53.6 
( P P ~ )  37,8 
Cu @pm) 6,s 
zn @ ~ m )  51.4 68.6 '406 '408 
*Los valores altos de Zn denotan los batamientos foliares efectuados con ese elemento 
. . 
B) Disetio kxperimenfal 
.El diseño experimental consistió en seis tratamientos con .cuatro repeticiones 
dispuestos en cuatro bloques al azar, como puede apreciarse en el esquema del ensayo 
recogido en la figtira 42. Cada tratamiento presentaba 12 árboles, en dos filas enfrentadas 
de seis árboles cada uno, separados por un árbol borde entre filas y alrededor de ellos una 
fila borde. 
C) Tratamientos 
Los tratamientos se describen a continuación: 
1. Control no tratado con fertilizante férrico. 
2. Fe-EDDHA (Sequestrene-138 de Ciba Geigy): 50 g de producto sólido total por 
árbol (3 g Fe). 
3. Dosis normal de Aquamato férrico: 429 g de producto sólido total por árbol (77 
g Fel. 
4. Dosis doble de Aquamato fémco: 858 gramos de producto sólido total por árbol 
(1  54 g Fe). 
5. Dosis normal de Doliron: 337 gramos de producto sólido total por árbol (17,2 
g Fe). 
6 .  Dosis'doble de Doliron: 674 gramos de producto sólido total por árbol (34.4 g 
Fe). 
El ensayo de campo se realizó durante dos años consecutivos. Los tratamientos 
ensayados fueron los mismos en este periodo de tiempo, aplicándose las mismas dosis de 
productos a los mismos árboles y de la misma manera. Los productos se aplicaron por 
árbol, a ambos lados de la fila; inedia dosis por lado y, además se adicionó media dosis en 
cada árbol borde. 
El primer año de  ensayo, temporada 94/95, los tratamientos empezaron el 16 de 
Marzo de 1994 (día O). Se realizaron cuatro tomas de muestra correspondientes a los 
estados fenológicos de la planta. 
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1" Toma de muestra: 16 de Abril de 1994 (floración, 3 1 días) 
2"Toma.de muestra: 10 de Junio de 1994 (formaciónde fmto, 83 días) 
3" Toma de muestra: 25 de Julio de 1994 (engorde de fmto, 11 8 días) 
4 T o m a  de muestra: 21 de Noviembre de 1994 (maduración, 206 días) 
El segundo año los tratamientos empezaron el 1 de Abril de 1995 (día O). Se 
realizaron dos tomas de  muestra: 
l a  Toma de muestra: 18 de Mayo de 1995 (floración, 48 días) 
2" Toma de muestra: 26 de Septiembre de 1995 (fmctificación, 179 días) 
En los dos años que duró el ensayo, se realizó una fertilización adicional en la 
primera quincena de Mayo, consistente en la aplicación foliar de MnSO,, ZnSO, y urea. Los 
riegos se efectuaron por inundación, según el método tradicional de la región de Valencia. 
Se muestrearon los ocho árboles centrales, tomándose seis hojas por cada árbol en 
orientación de sextete Se escogió la cuarta hoja completamente desarrollada 
correspondiente al brote de primavera y que no presentara flores, ni frutos, ni alteraciones 
producidas por plagas o enfermedades. 
En el segundo año del ensayo, algunos árboles mostraban signos de virosis, 
especialmente en la segunda toma de muestra. Por esta razón, se tomaron diez hojas de 
cada uno de los árboles sanos, de  acuerdo con el criterio an'teriormente enunciado. No se 
muestreó ningún árbol que presentara síntomas de Tristeza. 
Las hojas muestreadas se mantuvieron en fiío y se llevaron al laboratorio para ser 
- 
posteriormente analizadas según los métodos descritos en el apartado 1.5 de este capítulo, 
"Tratamiento del material vegetal". 
E) Muestreo de f i l o  
Sólo se realizó recuento de fmto el primer año de ensayo, debido a que en el 
192 
segundo año la cosecha se vio afectada por la virosis. La recogida se inició el 17 de Enero 
de 1995, controlándose el rendimiento producido por cada uno de los árboles muestreados 
en los análisis foliares. 
También se tomaron 10 frutos, elegidos al azar en cada uno de los árboles 
muestrados para determinar los parámetros de calidad en la producción de cítricos peso . 
y calibre de mito, pH, acidez valorable, grados Brix y ácido ascórbico en zumo, según las 
metodologías que se indican en el apartado de este capitulo, apartado 1 5 4 "Análisis de 
mito". 
1.2. Evaluación sobre melocotoneros 
1.2.1. Material vegetal 
Con el nombre de Sudonel/, también llamado en algunos lugares "amarillo de 
agosto", se designa a una variedad de melocotón local, obtenida de &es sucesivos en la 
localidad que lleva su mismo nombre en la provincia' de Lleida. Su genealogía es 
desconocida, siendo su denominación la correspondiente a una variedad población, con 
características que son completamente homogéneas.(Casero, 1985). 
El árbol es de un vigor elevado, con porte abierto y levantado Se injerta 
normalmente sobre pie franco. poseyendo una raíz vertical gruesa y poco profunda, 
juntamente con otras que se extienden horizontalmente en gran longitud. El portainjerto 
kanco presenta buena afinidad y confiere a los árboles injertados sobre este patrón un gran 
vigor y rápido crecimiento. 
La época de la floración de esta variedad es intermedia, produciéndose cuando 
ascienden las temperaturas durante el final del invierno (Cambra, 1979), hecho que tiene 
lugar nonnalmente'en la segunda quincena del mes de marzo. 
El fruto constituye una drupa de tamaño medio, sensiblemente esférica, con sección 
transversal y longitudinal de forma circular. Presenta una hendidura longitudinal que va 
desde la inserción del pedúnculo hasta el ápice del fruto, dividiéndole en dos partes, con la 
cavidad peduncular medianamente profunda. La piel escasamente vellosa, es de coloración 
amarilla, con esfumadera carmin o purpurina, pero solamente en la parte expuesta al sol, 
siendo de un espesor delgado y adherida a la pulpa. 
Su grado de productividad eS bueno, siendo necesario el aclareo para la obtención 
de frutos mayores y con 'mejores .valoraciones economicas. Los fnitos presentan buena 
resistencia a la inanipulación y al transporte, estando bien considerados en el mercado y 
poseyendo óptimas aptitudes conserveras. 
La pulpa, a su vez. está adherida al hueso, es de color amarillo vivo, sin restos de 
coloración roja junto al hueso y posee una buena consistencia que le confiere resistencia a 
la manipulación y al transporte. 
1.2.2. Desarrollo experimental 
El ensayo fue realizado en un campo de melocotoneros sito en el término municipal 
de Sudanell, provincia de Lleida. Los árboles tenian 12 años La finca fue elegida por el Dr 
Tomás Casero (E. T S de Ingenieros Agrónomos, Universidad de Lleida), en base a la 
elevada producción y calidad de fruto tradicionalmente registrados en esa zona Las 
características del suelo vienen dadas en la tabla 27 
El diseño experimental constaba de seis tratamientos dispuestos en cuatro bloques 
al azar. Cada,tratamiento consistió en cinco árboles útilesseparados por un árbol borde. En 
la figura 43 se recoge un esquema del ensayo. Éste se realizó junto con el estudio de otro 
tipo de productos, por lo que en dicha figura lo árboles presentados en blanco no se 
consideran a efectos de esta memoria.' 
Tabla 27 Características del suelo de Sudanell (Lleida) 
Tes~ura 
Arena (diámetro de particula 2.00-0,02 mm)% 
Limo (diámetro de particula.0.02-0.002 mm)% 
Arcilla (diimetro de parlicuIa<0,002 mm)% 
Textura Clasificación Internacional 
pH (saturación suelolagua) 
pH (saturación, sueloKCI) 
Conductividad electnca eswacto I : S  (irS.m.') 
Caliza total % 
Caliza activa % 
Nitrógeno Kjeldahl % 
M.O. Oxidahle 
Macronutnentes (Extracto Soltanpour, crnol;Kg.') 
K 
Na 
Ca 
M¿! 
P (mg-Kg.') 
Micronuuientes (Extracto Soltanpour, mg-Kg.') 
Fe 
Mil 
Cu 
Zn 
26 
Franco arcillo arenoso 
1.2.2.3.' Aplicacióti de los prodzicios 
Los tratamientos se enumeran a continuación: . 
. . 
1. Control: no tratado con fertilizante férrico. 
2. Fe-EDDHA (Sequestrene-138 G-100 de Ciba Geigy): 50 gramos de producto 
sólido total.por árbol (3 g de Fe). 
3. Dosis normal de Aquamato férrico: 426 gramos de producto s'ólido total por 
. . .. . árbol (75 gFe). . - 

4. Dosis doble de Aquarnato fénico: 825 gramos de producto sólido total por árbol 
(1 50 g Fe). 
5. Dosis normal.de Doliron: 93.7 gramos de producto sólido total por árbol (75 g 
Fe). 
.. . 
. . 6. Dosis doble de Doliron: 1875 gramos de producto sólido total por árbol (150 g 
Fe). 
La aplicación de 19s productos se realizó de forma similar a la descrita en el ensayo 
de campo sobre cítricos en Bétera (Valencia) Se aplic a cada árbol y por ambos lados de 
la fila, media dosis por lado, adicionando además media dosis en cada árbol borde 
El ensayo seefectuó en la temporada de 1995, iniciándose los tratamientos el día 
31 de Mayo (día O). Realizándose dos tomas de muestra: 
l a  Toma de muestra: 16 de Mayo de 1995 (día 45, formación de fruto) 
2' Toma de muestra: 20 de Junio de 1995 (día 1 10, maduración del fmto) 
Se muestrearon los cinco árboles correspondientes a cada tratamiento, tomándose 
12 hojas por árbol. Se escogió la cuarta hoja completamente desarrollada, sin que 
presentara flores ni fruto, ni tampoco alteraciones producidas por plagas o enfermedades. 
Las hojas muestreadas se mantuvieron en frío y se llevaron al laboratorio para ser 
posteriormente analizadas, de acuerdo con los métodos descritos en el punto 1.5 
"Tratamiento del material vegetal" de este apartado de "Materiales y Métodos," 
La recogida del melocotón se inició el dia 10 de Agosto de 1995 controlándose el 
rendimiento producido por cada árbol que había sido muestreado anteriormente También 
se tomaron 10 frutos al azar de cada uno ellos para evaluar la calidad del fruto 
1.3. Evaluación sobre hortícolas 
1.3.1. Material vegetal 
1.3.1.1. Características del pimiento 
El ~imiento  pertenece a la familia Solanaceae, y su nombre científico es el de 
Capsicum annltum L. 
Es una planta herbácea cuyo sistema radicular pivotante y profundo puede llegar 
hasta 70-120 cm, provisto y reforzado de un número elevado de raíces adventicias. El tallo 
es de crecimiento limitado y erecto, con un porte medio que puede variar entre 0,5 y 1,5 
cm. Cuando la planta adquiere una cierta edad los tallos se lignifican ligeramente. Las hojas 
son lampiñas, enteras, ovales o lanceoladas con un ápice muy pronunciado (acuminado) y 
un peciolo largo o poco aparente (Bailey, 1977). 
Las flores poseen la corona blanquecina, aparecensolitanas en cada nudo y son de 
inserción aparentemente axilar. El mito es una baya semicartilaginosa y deprimida, de color 
rojo o amarillo cuando está maduro, que se puede insertar pendular o enhistamente, de 
forma y tamaño muy variable. En esteúltimo aspecto puede decirse que existen variedades 
que dan f ~ t o s  de 1 ó 2 gramos, frente a otras que pueden formar bayas de más de 300 
gramos. 
Las semillas, redondeadas y ligeramente reniformes. suelen tener 3-5 mm de 
longitud, se insertan sobre una placenta cónica de disposición central y son de color amarillo 
. . 
pálido. En 1 gramo pueden contenerse entre 150 y 200 semillas y su poder de gerknación 
dura de 3 a 4años. 
1.3.1.2. Características del tomate 
El cultivo del tomate fue introducido en Europa después del descubrimiento de 
América, aunque su cultivo como p-nta de interés agncola se inició alrededor de 1800. 
De acuerdo con Tabares (1977) el tomate es una planta herbácea anual, de raíz 
pivotante.0 %sciculada que en algunos casos puede presentar una forma intermedia entre 
ambas. El tallo es leñoso y terminado en una inforescencia o ramo estéril. A través de éste 
salen una serie de hojas y racimos. De las axilas de las hojas aparecen los renuevos o hijos, 
.. .. iormando éstos asu  vez hojas y racimos. Las hojas son compuestas, al estar formadas por 
7-9 hojas sencillas, las cuales se disponen alternativamente sobre el tallo. 
Las flores se presentan en racimos simples o bifurcados. El tipo simple se puede 
localizar en la parte más baja de la planta, mientras que el ramificado en la más alta. En caso 
de no producirse la fecundación las flores caen. 
El fruto tiene forma de baya y consta de piel, pulpa, placenta y semillas El periodo 
aproximado de cuajado y maduración de los frutos es aproximadamente de 45 dias, desde 
el comienzo de la floración, aunque ello depende de la variedad utilizada El tamaño y forma 
de los fmtos es caracteristico de cada variedad, dependiendo su uso final de las 
caractensticas organolépticas, asi como de su idoneidad para el almacenamiento 
Las semillas son de forma oval, aplastadas lateralmente, de color amarillo grisáceo 
y cubiertas con pelos grises. El tamaño de las mismas también depende de la variedad de 
tomate, pero puede considerarse que un gramo de semilla puede contener entre 200 y 300. 
. 
La variedad Royaa (Royal Sluis FI), utilizada en este ensayo, está considerada 
como de verano. Los frutos son redondeados, lisos y blancos en la zona peduncul&; siendo 
' utilizados para su consumo en fresco. La planta tiene alto vigor, con una producción neta 
de 11,4 Kg.m-' considerada elevada (Tabares y Álamo; 1992). 
. . f. 3. f. 3. Características del pepir~o 
El pepino es un cultivo relativamente exigente que requiere suelos preferentemente 
fiancos, profundos y permeables, con un buen nivel de materia orgánica; respondiendo muy 
bien a la aplicación de estiércol. La reacción del suelo puede variar ampliamente, aunque 
lo más apropiado es que sea ligeramente ácido. El fósforo es el elemento más critico cuando 
escasea. siendo su deficiencia la de mayor repercusión práctica al incidir de modo notable 
sobre la calidad del h t o  . 
El pepino "Ctrntmis sativus" pertenece a la familia de las Cucurbitáceas, es de ciclo 
anual y originario de la India. El tallo es herbáceo, velloso. rastrero o trepador y provisto 
de zarcillos más o menos largos. El aparato radicular se presenta poco desarrollado y 
localizado, sobre todo en la superticie. Las hojas son alternas, pecioladas, grandes y 
palmeadas. Por su parte, las flores sonpentámeras, tetraciclicas, actinomorfas y unisexuales, 
con un androceo y estambres en número igual a los pétalos. El fmto es baciforme, de gran 
tamaño, aunque sus dimensiones varíen según las variedades, La pulpa es carnosa, blanco- 
verdosa y presenta en la parte central numerosas semillas (Gola y col, '1965). 
1.3.2. Desarrollo experimental 
El trabajo de campo de este ensayo fue realizado por el personal técnico de los 
invernaderos de "Cuatro Vientos" y del "Departamento de Biología General, Producción 
Ecología de la Escuela Politécnica Superior de la Universidad de Almena", bajo 
la coordinación del Dr. Juan Luis Valenzuela. 
Los ensayos vegetales sobre horticolas se efectuaron en invernaderos comerciales 
normalmente dedicados a la producción de plántulas y situados en el paraje de "Cuatro 
Vientos", El ~ j i d o ,  provincia de Almena. 
Las plantas crecieron en un invernadeo de los llamados tipo "Parral" o tienda de 
campaña. Estos invernaderos se construyen a base de rollizos de madera con los pies 
-. . 
derechos y alambre galvanizado en las cubiertas. La anchura del invernadero tue de 20 m, 
con una superficie de 2000 m', con una cubierta de polietileno térmico de 800 galgas.El . . 
invernadero, con orientación Este-Oeste, presentaba un sistema de fertimgación localizado. 
con goteros de largo recorrido "inter-lineal" y un caudal de 4 L/h. Este invernadero, y con 
estas caractekísticas, es el más utilizado en Almería (Lamrani, 1995). 
El objetivo del presente ensayo era evaluar la eficacia del Aquamato férrico sobre 
la germinación y desarrollo de lai pl&tulas de pimiento, cuando se mezclaba con el sustrato 
. . 
.. .- 
. . 
que tradicionalmente es usado en semilleros comerciales. 
Para ello se utilizaron semillas de pimiento italiano variedad Peto 888 que fueron 
plantadas sobre bateas de poliestireno expandido. Cada batea presentaba 150 alvéolos, en 
cada uno de los cuales se colocó una semilla 
El sustrato denominado control era una mezcla de fibra de coco y turba, en una 
proporción de volumen del 40% del primer componente y 60% del segundo. Asimismo la 
turba tcimbién se encontraba mezclada, un 20% de turba negra y 40% de turba rubia. Tres 
dosis del Aquamato fémco fueron mezcladas en el semillero con este sustrato control. Los . 
tratamientos ensayados fueron, en volumen: 
a) Control, sustrato sin tratar. 
, , 4, b) Tratamiento 90:lO; 90% de sustrato control y 10% de Aquamato férrico. . , 
c) Tratamiento 75:25; 75% de sustrato control y 25% de Aquamato férrico. , S  
d) Tratamiento 50:50; 50% de sustrato control y 50% de Aquamato férrico. 
Se realizaron cuatro repeticiones por tratamiento, iniciándose el ensayo el 19 de 
agosto de 1996. Para constatar la influencia de lostratamientos sobre la germinación y 
posterior desarrollo de las plántulas se evaluó el número de plántulas desarrolladas a los 15, 
23 y 27 días desde el inicio de los tratamientos. A los 15 días de tratamiento se tomó 
también en consideración la altura de las plántulas desarrolladas; aquellas que mostraban 
una altura superior a 6 cm y las que presentaban la primera hoja verdadera con desarrollo 
menor de 1 cm de altura. 
Cuando las plantas se presentaron suficientemente desarrolladas se determinó el 
índice SPAD para cada tratamiento. En total se realizaron 8 muestreos a los 23,-27, 30, 35, 
38,41 45 y 49 dias desde el inicio de los tratamientos y en cada uno de ellos se ejecutaron 
15 medidas por cada repetición. También se midieron pigmentos fotosintéticos, en concreto 
clorofilas a y b y carotenos, en dos muestreos a los 35 y 45 días de tratamiento. 
Con el objetivo de conocer el efecto de éstos sobre el peso fresco y el peso seco, 
se efectuaron cinco muestreos a los 35, 38, 41, 45 y 49 días desde su inicio. En los días 35, 
41, 45 y 49, se realizó además el análisis mineral de las muestras. En todos los muestreos 
se estimó tanto la longitud de la parte área, como de la radicular. A continuación se 
separaron y pesaron hojas, raíces y tallos, para proceder al pretratamiento del material 
vegetal y al análisis mineral, siguiendo el método descrito en el apartado 1.5 "Tratamiento 
del material vegetal" de este capítulo. 
1.3.2.3. Experimento coii tomate 
El objetivo de este ensayo, análogo al descrito para el pimiento, era igualmente 
evaluar. la eficacia del Aquamato férrico sobre la germinación y desarrollo de plántulas de 
tomate. 
Las semillas de tomate cv Royesta se plantaron en bateas de poliestireno expandido 
con 250 alveolos, considerando que debía germinar una semilla por alveolo. Se ensayaron 
tres dosis de este producto mezclado con un sustrato control en el semillero. 
Los tratamientos, en volumen, se enumeran a continuación; 
a) Control, sustrato sin tratar (40% de fibra de coco y 60% de turba). 
b) Tratamiento 95:s; 95% de sustrato control y 5% de Aquamato fémco. 
c) Tratamiento 90: 10; 90% de sustrato control y 10% de Aquamato férrico. 
d) Tratamiento 85: 15; 85% de sustrato control y 15% de Aquamato férrico.. 
Fueron realizadas cuatro repeticiones por tratamiento, iniciándose una primera 
experiencia el 25 de septiembre de 1996. A los 36 días las plantas se estropearon, por lo que 
fue necesario emprender i n a  segunda que comenzó el 26  de diciembre de 1996 y que 
afortunadamente pudo llevarse a término. 
Como parametro valorado para constatar el efecto de los tratamientos sobre la 
genninación de piántulas de tomate se incluyó el número de plantas a los 26 días del inicio 
de los tratamientos, De forma análoga a la experiencia de pimiento, se determinó el índice 
SPAD de las hojas de tomate a través de siete muestreos, realizados a los 26, 29, 32, 35, 
. . 39,43 y 46 dias de tratamiento. Para terminar, se tomaron muestras de planta a los 32, 35 
y 46 dias del inicio de los tratamienios. En cada uno de ellos, la parte aérea fue separada 
de la radicular para ser a continuación medidas, pesadas y efectuar su análisis mineral, bien 
con lo descrito en el apartado 1.5 de este capitulo. 
1.3.2.4 ErL>erimenlo co?i pepino. 
Esta experiencia se realizó con plantas de pepino cv Alaska, incorporándose 
estiércol de oveja mezclada con Aquamato férrico en la capa orgánica del enarenado 
durante el retranqueo El experimento fue constituido conforme a un diseño de bloques al 
azar con un total de tres bloques y tres tratamientos por bloque A su vez, cada bloque 
estaba formado por 9 filas de plantas, y cada tratamiento presentaba una fila de 10 de 
plantas en la cual se muestreaban las ocho centrales 
Los tratamientos fueron; 
a) Tratamiento control, el sustrato actualmente usado en retranqueo, 2 Kg de 
e~tiércoI.rn-~ 
b) Tratamiento E+125: 1 Kg de estiércol más 125 gramos de Aquamato férri~0.m.~ 
c) Tratamiento E +250: 250 gramos de Aquamato fémco.m4 
La plantas se cultivaron 30 días antes de incorporar el estiércol y pasado este 
tiempo, en concreto el 9'de septiembre de 1996, se agregó el estiércol directamente al suelo. 
En ese momento las plantas presentaban una altura de entre 25-30 cm. Se midió el índice 
SPAD y el contenido en clorofilas a, b y  carotenos, a los 7, 28,49 70 y 91 dias después del 
inicio de los tratamientos. Al mismo tiempo, se realizaron dos tomas de muestra, a los 49 
y 91' días para efectuar el análisis mineral de las hojas y evaluar el peso fresco y seco. 
También se realizaron 18 cuenteos para conocer el rendimiento de fruto producido 
por las plantas muesireadas (23, 28, 31, 35, 38, 42,45,49, 52, 56,59, 63, 66, 71, 77, 84, 
9 1 y 98 días después del inicio de los tratamientos). Por último, se realizó un análisis de 
calidad de fmto, para el que se midió el contenido de sólidos solubles en grados Brix, así 
como el pH y la firmeza de la pulpa. 
1.4 Concentrado líquido como fertilizante férrico foliar. 
En los apartados anteriores se ha aludido a la utilización del Aquamato férrico como 
fertlizante, bien aplicado directamente al suelo o bien adicionándolo a un sustrato orgánico. 
Otra de las opciones estudiadas es la elaboración a partir del Aquamato férrico de un 
producto Iíquido, apto para uso foliar y en fertirrigación. Esta forma de aplicación - 
mediante su solubilización en agua- resulta posible gracias a las características de 
solubilidad de las sales a1calinas.de un metal con los ácidos húmicos con un metal. 
Uno de los métodos comúnmente utilizado para la obtención de concentrados a 
partir de ácidos húmicos ha sido el tratamiento de leonardita con ácido fosfórico e hidróxido 
amónico (Karcher, U.S. patent Nos. 3.1 11,404, 3,264,084 y 3,544,295), utilizado para 
extraer el ácido húmico de la leonardita. Cualquier método que utilice la sal liquida alcalina 
de un ácido húmico con un metal, en combinación con aditivos que incrementen 
sinérgicamente el efecto del humato, potenciaría el uso de los humatos líquidos en zonas 
agrícolas. Preferiblemente, se utilizaría un humato liquido, económico y fácil de fabricar. 
capaz de afectar positivamente el rendimiento de un cultivo, tanto en relación con el número 
de frutos por planta como respecto del tamaño de cada unidad. 
De acuerdo con estas consideraciones, se extrajo a partir del Aquamato férrico un 
fertilizante Iíquido. Se realizó mediante su extracción alcalina con KOH 3M y estabilización 
del Fe con ácido cítrico, obteniéndose un concentrado que presentaba un porcentaje de 
materia orgánica del 10% y de Fe total del 2% (Lopez, 1998). Para evaluar la efectividad 
del fertlizante, se  realizó un ensayo vegetal sobre tomate cultivado en h id ropo~a  de 
sustrato e invernadero de investigación. que será descrito a continuación. 
1.4%1 Material vegetal 
El cultivo se realizó con Licopersicon esculentum Mill var. Lydia de gran 
implatación en el sudeste español. Es un híbrido tipo "beefseetk" americano, fácilmente 
adaptable t q t o  a invernadero como al aire libre y muy resistente a enfermedades taies como 
' 
el virus del mosaico, a los hongos Verticilium, Alvoatrum, Fusarium, Oxocoum y aplagas 
de Nematodos Solani meloidog~ne sp. El fruto es acostillado, de tamaño grueso y peso 
entre 180 a 250 gramos con Ióculos y hombros, de forma achatada (Nuez, 1995). 
Las plántulas con 38 días procedian del vivero "La Rosa" situado en Arroyo Molinos 
(Madrid), garantizando la variedad Lydia. 
. . 
1.4.2 Desarrollo experimental 
Tanto la ubicación como las condiciones medioambientales fueron las mismas que 
las descritas el apartado 1.1.1.2 de este mismo capítulo para la experimentación sobre 
cítricos en invernadero. 
A) Cultivo 
Los tiestos empleados se diseñaron especificamente para la realización de este 
ensayo. El objetivo era la obtención de un sistema casi hidropónico con ascensión nutritiva 
por capilaridad y mantener un importante volumen d e  aire en la perlita, evitando asi las 
cantidades significativas de hierro que pueden proporcionar la utilización de grandes 
volúmenes de sustrato inerte. El diseño experimental puede verse en la figura 44. 
El sistema señalado consiste en una cubeta de dos litros y medio de capacidad, 
donde se añade la diwlución nutritiva, forrada de plástico para evitar el paso de la luz. Cada 
tiesto fue previamente pintado de negro y constaba de cuatro alvéolos independientes, cada 
uno de las cuales media 15x15~15 cm. Entre el tiesto y la bandeja-se situaba una tapa de 
papel de aluminio para evitar el paso de la luz a la disolución nutritiva provocando, además, 
un mayor aporte de insolacion al envés de las hojas. 
Fimra 44 Esquema de los tiestos utilizados en el ensayo de validación del concentrado liquido procedente del 
La disolución nutntiva empleada viene recogida en la tabla 28. Además se añadieron 
2,O mgL-' de Fe como Fe-EDDHq 1,20 mgL-' de Mn como MnSO;H,O; 0.15 mgL-' de 
Cu como CuS04.5H,0, 0,25.mgL-'de Zn como ZnS0,.7H20; 0,22 mg.L" de B como 
H,BO, y 0,05 rng.L1de Mo como (NH4),Mo,0,4.4H,0. 
Tabla 28 Disolución nutritiva utilizada en el ensayo de valoraci6n del 
fertlizante liquido. Macronuuientes. 
mmol&-' NO,' H,PO; - SO,'. C1' HCO; Totales 
Ca" 9.0 9,O 
K* 3.0 1.5 1 .O 1 ,S 7.0 
Mg2* 4.0 4,O 
Na* 0.2 
NH4* 0.5 0.5 
Totales 12.5 1.5 5.0 ' 0.2 1.5 20.7 
B) Desarrollo experimental 
En cada uno de los cuatro alvéolos que constituían los tiestos descritos en el 
apartado anterior se dispuso uña planta d e  tomate de 38 dias sobre sustrato.de perlita, y se 
adicionó 1 litro de la'disolución nutritiva recogida en la tabla 28, exenta de Fe. La solución 
nutritiva teniaun pH inicial de 6,5 y se añadió también un gramo de CaCO,. Las plantas se 
sometieron a un periodo de deficiencia de 10 dias, al término del cual se aplicaron los 
siguientes tratamientos. 
A) Control con2,O mg.L" de Fe como Fe-EDDHA. 
B) Tratamiento HCDN- 2,O mgL.' de Fe procedente del extracto aplicado en 
disolución nutritiva. 
C) Tratamiento HCF- 2,O mg.~;.' de Fe procedente del extracto aplicado vía foliar. 
Para lo cual se prepararon 100 ml de disolución 0,01% de Fe ajustando a pH 7,0, 
en dos aplicaciones de 10 mi por tiesto en cada cambio de disolución nutritiva. Las 
aplicaciones del tratamiento foliar se realizaron el primer y tercer-día de cambio de 
la disolución nutritiva, adicionando I mg de Fe cada dia. 
La disolucion nutritiva se mantuvo una semana (día 17 desde el inicio del ensayo), 
al cabo de lacual se cambió, tomándose previamente 5 ml previa adición de 1 ml de HCI 
1: 1,  con el fin de realizar el balance nutricional. Se mantuvieron las plantas en esta nueva 
disolución nutritiva otros siete dias, momento en el cual se ejecutó la primera toma de 
muestra (32 días desde el inicio del ensayo): Para ello, fueron seleccionadas dos plantas por 
cada tiesto, midiéndose la longitud de las raíces y del'tallo, y procediéndose de acuerdo con 
lo descrito en el apartado 1.5 de este mismo capitulo. 
A continuación se mantuvieron las plantas otras dos semanas en tratamiento, 
realizándose el cambio'de la disolución nutritiva a los siete dias (día 39 desde el inicio del 
ensayo) y finalizando el ensayo a los 46 dias desde el inicio del mismo. En esta ocasión se 
tomaron las dos plantas restantes por cada tratamiento, procediendo en la misma forma que 
e n  la primera toma de muestra. 
1.5. Tratamiento del material vegetal 
1.5.1. Operaciones previas 
Las muestras foliares procedentes de los ensayos vegetales se llevaron al 
laboratorio, donde fueron contadas y pesadas. A continuación se midió el Índice de color 
, 
con ayuda de un colorimetro SPAD-502 MíNOLTA. 
Los valores medidos por este aparatocorresponden a la 'cantidad de clorofila 
presente en hoja, y son calculados en función de la cantidad de luz transmitida por la hoja 
a dos longitudes de onda en la cual la absorción de clorofilas es diferente. El espectro de 
absorción de clorofilas muestra picos de absorción en las zonas azul y roja, baja absorción 
en la región verde y casi no absorbe en el infrarrojo. El intervalo elegido para la medida de 
Indice SPAD comprende la zona roja del espectro, donde la absorción es elevada y no se 
ve afectada por el contenido en carotenos, y en la zona del infrarrojo en la cual la absorción 
es extremadamente baja. 
A continuación todas las hojas muestreadas se pesaron y se midió su área foliar en 
cm' con un medidor de área foliar "Automatic Area Meter modelo AAM-7 Hayashi Denko 
Co Ltd.". A partir de estos datos se obtuvo el Índice de área foliar (L.A.I.) para cada hoja 
(g p.f:~m.~ ). 
Una vez determinado el índice SPAD y el indice de área foliar, las hojas se lavaron 
con HCI O. IM y detergente Tween 80 (1%) durante 20 segundos para quitar el polvo y las 
partículas de suciedad que no eran visibles. Inmediatamente después se procedió a un 
lavado con agua en abundancia. aclarándose, por último, dos veces con agua desionizada 
(Sonnenveld y Van Dijk. 1982) 
Las muestras se secaron sobre papel de filtro y se dispusieron en bandejas delmismo 
material, introduciéndose en una estufa con circulación de aire, a 65-70 "C. hasta peso 
. . 
constante. Una vez secas, se pesaron de nuevo y se redujeron a polvoen un molinillo con 
aspas de acero inoxidable, guardándose en bolsas de plástico para su posterior análisis. 
.1.5.2 Mineralización 
Las muestrasmolidas se sometieron a una mineralización vía seca según describe 
&ate y col. (1984), para lo cual se pesaron 0,2500 g del tejido vegetal molido en crisoles 
de porcelana,'que fueron introd;cidos en un horno mufla según el siguiente esquemade 
calefacción: aumento de la temperatura desde temperatura ambiente hasta 380 "C, 
subiéndola cada -30 minutos . . durante dos horas, a continuación aumento hasta 480 "C, 
manteniéndola constante durante otras dos horas. Pasado este tiempo, se apagó la mufla y 
se dejó enfriar a temperatura ambiente. 
. . 
Al material calcinado contenido en los crisoles se le añadieron, por este orden, 1 ml 
de HCI (Reactivo análisis)l : 1 (vlv) y 5 mi de agua desionizada. Previamente tapados con 
un vidno de reloj, los crisoles se dispusieron en una plancha eléctrica a 75 "C; durante 30 4 
minutos. El digerido se filtró con papel de filtro Whatman no 1, y se enrasó a 25 m! con a 
agua desionizada., En el volumen se determinaron Fe, Cu, Mn, Zn, Ca, Mg y K por 9 
absorción atomica, P por autoanalizador y B por colonmetria. 
El N se determinó por mineralización Kjeldhal de las muestras secas y molidas. Se 
dispusieron en un matraz'~jeldah1, limpio y seco: 0,100 g de material vegetal, 0,50 g de 8 
2.c 
mezcla catalizadora (100 g de K,SO, con 2.0 g de Se en polvo, finamente molido); 
añadiéndose '5 ml de H,SO, concentrado. En un digestor Kjeldahl, las muestras se 
calentaron a 150 "C durante 30 minutos, y posteriormente a 350 "C durante dos horas. 
Después de dejarlo enfriar a temperatura ambiente, se enrasó a 50 ml con agua desionizada. 
En la disolución obtenidase determinó el contenido en N de la muestra foliar. 
1.5.3 Determinaciones analíticas. 
1.5.3.1 Determinaciót~ por absorción atómica 
Para determinar los micro y macronutnentes por absorción atómica se utilizó un 
aparato Perkin Elmer modelo 4000, con microprocesador incorporado dotado de lámparas 
de cátodo hueco y Uama oxidante de aire-acetileno, así como un nebulizador de teflón con 
Y1 Vol- . ., , . 
spoiler (macronutrientes) ó bola de impacto (rnicronutrientes). Las condiciones de medida 
se expresan en la tabla 29. 
Tabla 29 Condiciones de medida para la determinación de elementos minerales en el espectrofotomeuo de  
absorciónntómica. 
o A n e ~ U u w d f i a  
K* PE.6095 769.9 0.2 
Ca* PE.6017 422.7 0.7 
Mg* PE.6042 202.6 0.7 
Fe PE.6037 248.3 0.2 
Cu PE.6024 324.8 0.7 
(*) Adición de solución eliminadora de interferencias. con 0.5 % de La como La(NO,),, 0,02% de Cs 
como CsCl Y HCI al 5% (vlv), en relación 1 :  10 (muestra:solución), diluvendo patrones de igual manera. 
1.5.3.2. Determinación con ai,toarralizador colorimitrico. 
Tanto el fósforo como el nitrógeno se analizaron mediante un-autoanalizador 
colorimétrico Technicon, con entrada continua de muestra y las siguientes condiciones de 
medida: 
Tabla 30 Condiciones de medida para la determinación de fósforo y nitrógeno en autoanalizador colonmétrico 
'Technicon , 
-ELacnto  Reactivo nnda Referencia 
P Molibdato 660 Cadahia, 1973 
N  Cada ia. 1973 
> 
1.5.4. Análisis de fruto 
1.5.4. I .  Análisis u'e cítricos 
A) Peso y calibre de fnito 
Todas las naranjas procedentes del muestre0 realizado en el ensayo de Valencia 
fueron trasladadas al laboratorio donde -se pesaron y determinaron sus calibres. Para el 
análisis de zumo se escogieron al azar 20 piezas poi bloque y tratamiento, entre'los mitos 
que presentaban un peso superior a 140 gramos. 
B) Porcetiiuje de zrrmo 
Los &tos elegidos fueron de nuevo pesados y exprimidos con un expnmidor Philips 
de uso domestico. El volumen total de zumo se midió con una probeta, a fin de conocer la 
influencia de los tratamientos sobre el porcentaje de zumo. De este volumen total se 
seleccionaron 1000 ml, procediéndose i evaluar los parámetros de calidad que sedescriben 
a continuación. . . 
C) Acidez vulorahle 
Se determinó mediante volumetría ácido-base. Los resultados que se obtienen 
corresponden a la suma de ácidos minerales y orgánicos, en términos generales, ácidos 
cítrico, málico, oxálico y tartárico. 
Para ello se tomó una alícuota (5 ml) de muestra a la que se añadió 25 ml de agua ' 
exenta de CO,, valorándose con NaOH 0,l M en constante agitación y utilizando 
fenoftaleina como indicador. La factorización del NaOH se hizo utilizando ftalato ácido 
potásico como patrón primario. 
' D) Determi~iaciót~ de sólidos soli~bles 
Los azúcares y ácidos orgánicos son los componentes mas abundantes dentro de los 
sólidos solubles en zumos. La concentración de éstos se expresa en grados Bnx corregidos, 
obtenidos a partir de la medida de los índices de refracción con un refiactómetro ABBE de 
mesa. 
Se tomaron unos mililitros de zumo que fueron filtrados a través de un algodón 
absorbente colocado en un embudo pequeño. Descartadas las primeras gotas. se colocaron 
dos sobre el prisma del refractómetro y se procedió a la lectura directa del refractómetro 
a 20 "C. 
E) Determinrrción del ácido ascorbico 
La determinación se basa en la reducción de la sal sódica del 2.6-diclorofenol- 
indofenol por el ácido ascórbico (Vitamina C). Previa a la valoración de la muestra se 
valoró el patrón de ácido ascórbico y se realizó una pmeba en blanco: 
Para valorar el patrón de ascórbico se tomaron 5 m1 de una disolución de ácido 
metafosfónco-acético (15.0 g de ácido metafosfórico puro en 40 ml de ácido acético y 200 
m1 de agua, enrasados a 500 ml, filtrados y conservados en nevera) y se añadieron 2.0 m1 
de una disolución de ácido ascórbico recientemente preparada (50 mg de ácido ascórbico 
en 50 ml de agua). Rápidamente se valoró con la disolución de colorante (250 mg de la sal 
disódica del 2.6-diclorofenol-indofenol y 210 mg de NaHCO, enrasando a l litro). La 
valoración se consideró terminada cuando la coloración rosa se mantuvo durante 5 
segundos. 
La pmeba en blanco se realizó sobre 5 ml de reactivo ácido metafosfórico-acético 
y 2 ml de agua destilada. 
Por último se procedió a la determinación del ácido ascórbico en las muestras de 
zumo de naranja, para lo cual se mezclaron 2 m1 de zumo y 5 ml de la disolución 
metafosfónco-acético que fueron inmediatamente valorados con la solución colorante hasta 
la aparición de un color rosa débil persistente. Los resultados se expresaron en mg de ácido 
ascórbico por 100 ml de zumo. 
1.5. J .  2 Análisis de melocotón 
A) Peso y calibre de fruto 
212 
De cada uno de los árboles muestreados se tomaron 10 melocotones al azar, 
pesándose y determinándose sus calibres en campo. 
1.5.4.3 Airálisis de pepino 
A) Peso medio defnito 
El peso medio del fruto ha sido calculado partiendo del número total de frutos 
recogidos en cada muestreo. 
B) Cot~tenido.e>i sólidos solubles 
El contenido en sólidos solubles se determinó mediante refractómetro manual, 
e 
siendo cada dato la media de tres determinaciones 
i 
C) pH de la pulpa 
8 
El pH de la pulpa se midió directamente en el fruto, utilizando un electrodo de 
penetración Se efectuaron tres mediciones por dato sobre la parte central y los dos 
extremos del fruto, denominándose pH central a la media de estos últimos. 
. . 
D) Firmeza de la pulpa 
Este valor fue caiculado mediante un penetrómetro con punta de 8 mm de diámetro. 
La medida fue tomada en los extremos peduncular y pistilar así como en la parte central del 
fruto. Cada dato es media de tres repeticiones. 
1.5.5 Análisis de pigmentos 
~ a '  realización de estos análisis correspondió al personal investigailor del 
Departimento de Biología vegetal de la Universidad de  Almena, dirigidos por el Dr. Juan 
Luis Valemela y se efectuó en los experimentos sobre hortícolas. A continuación se 
exponen los métodos utilizados. 
El método seguido es el preconizado por Hiscox e lsraelstam (1979). Dicho 
procedimiento consiste en sumergir en. 10 ml de dimetil-sulfóxido taleolas de 5 mm de 
diámetro y un peso total de 250 mg en un baño termostatizado a una temperatura de 65°C 
durante 60'. Pasado dicho tiempo, se midió la intensidad del color con un espectofotómetro 
frente al correspondiente blanco y a las longitudes de onda indicadas porBruinsma (1963). 
Los contenidos en clorofilas se expresaron en mg de clorofila por cada 100 g de peso fresco 
según las ecuaciones de Mckinney (1941). 
E) Carofenos 
El procedimiento seguido fue el utilizado por Jaspar (1965) consiste en la lectura 
realizada en el extracto anterior a una longitud de onda de 502 nm, aplicando la fórmula 
propuesta por dicho autor El resultado se expresó en mg de carotenos en 100 g de peso 
fresco 
1.6. Tratamiento estadístico de  los resultados 
Se realizó el análisis de la varianza y posterior aplicación del Test de Duncan (u  = 
0,05) a los resultados obtenidos de los ensayos vegetales, mediante la aplicación del 
programa estadistico S.A.S. (S.A.S. Institute, Inc., 1985). 
2. RESULTADOS 
Dada la extensión de los resultados estadísticos, se ha optado por la utilización de 
un disquete adjunto al ejemplar de esta memoria, donde se incluyen tanto el análisis de la 
varianza como el test de Duncan para cada uno de las experiencias vegetales realizadas. En 
todos los casos, se efectuó inicialmente el análisis de la varianza para la interacción 
. . 
tratamiento x muestreo, con el fin de valorar este efecto, pero este diseño no reflejaba la 
evolución del nutriente con el tiempo, por lo que se realizó un segundo estudio con 
independencia de los muestreos. 
Las medias de cada tratamiento y muestreo, para cada uno de los parámetros 
evaluados, indicados en el apartado de "Materiales y métodos", se recogen en las tablas 
incluidas en la memoria y que serán comentadas a continuación. Además, en aquellos casos 
donde el análisis de la varianza denotó interacción tratamiento x muestreo significativa se 
incluyeel valor medio de la interacción. 
2.1. Evaluación sobre cítricos 
Los resultados correpondientes al anális de le varianza para el ensayo de cítricos se 
encuentran ubicados en el directorio A:\Citms, dentro del cual se contienen tres 
. subdirectorios "Lanelate", "Satsuma" y "Valencia" que guardan los archivos para cada uno 
de estos ensayos. 
2.1.1. Ensayo de  invernadero 
2.1.1.1. Paranterros de crecimierito 
A fin de conocer el efecto del Aquamato fémco y Doliron sobre el crecimiento y 
desarrollo de cítricos jóvenes, se obtuvieron los valores de peso seco y fresco, de acuerdo 
con lo descrito en el apartado de materiales y métodos El hecho de iniciar la experiencia 
con plantones permitió, además, evaluar el número de brotes y hojas nuevas en cada uno 
de los árboles tratados, parámetros éstos dificilmente valorables cuando se parte de árboles 
adultos, donde el control de hojas y.brotes nuevos sería más tedioso. 
Las medias de los nueve muestreos para el número de hojas y brotes se indican en 
-la tabla 3 1, donde puede verse la influencia beneficiosa ejercida por el Aquamato fémco - 
sobre el desarrollo de los brotes.en las dos variedades estudiadas, especialmente en sus 
dosis normales. El resto de los tratamientos férncos, Fe-EDDHA y Doliron, no 
manifestaron esta tendencia alcanzándose valores similares o inferiores respecto el 
tratamiento control. 
Tabla 31 Mtdjas de los nueve rnustreos obtenidas en el numero de brotes y hojas en el ensayo de invernadero. 
Letra diferentes en la misma columna indican diferencias sigiSicativas según d test de Duncan para un u=O,Oj., 
Citnis v. Satsuma Citnis v. Lane Late 
Brotes (no) Hoias (no) Brotes (no) Hojas (no) 
Control 12 ab 31 a 20 ab 33 n s .  
Fe-EDDHA 9 c 23 b 16 bc 30 
Aqumato 13 a 26 ab 24 a 27 
2*Aquainato 12 ab 23 b 16 hc 33 
Doliron 10 bc 24 b 14 c 28 
2*Doliron I l abc -30 a 18 bc 28 
En cuanto al número de hojas, no se aprecian grandes oscilaciones para la variedad 
Lane Late, pero sí se observó un ligero incremento en las dosis dobles del Doliron en 
realción con el resto de los tratamientos, que noes significativo respecto el Aquamato 
férrico. 
Con relación a los pesos secos y frescos de las hojas muestreadas para el análisis 
foliar, en un primer tratamiento estadístico no se evidenció ínteracción tratamiento x 
variedad, aunque si se ma~fiestó interacción muestreo x variedad, por lo que se realizó un 
segundo tratamiento estadístico para cada variedad, con independencia de los muestreos 
Las medias de los pesos secos y frescos obtenidas en cada uno de los muestreos se recogen 
en la-tabla 32 y tabla 33 para la variedad Satsuma y Lane Late respectivamente. 
Los resultados correspondientes a la variedad Satsuma, no mostraron diferencias 
significativas entre tratamientos, pero conviene destacar que al final del ensayo sólo se 
produjo incremento neto del peso fresco en hojas procedentes de plantones que habían sido 
tratados con dobles dosis de Aquamato fémco. En este momento, en concreto el tercer 
muestreo, el mayor crecimiento del peso fresco se obtiene en el tratamiento con dosis 

mas elevado que el correspondiente al peso seco. 
A partir de estos resultados se puede apreciar que existe un efecto positivo del 
Aquamato fémco, cuando este se aplica en las dosis recomendadas por el fabricante, sobre 
el número de brotes de los plantones de Citrtrs, tanto de la variedad Satsuma como de la 
Lane Late. Este efecto no es perceptible en las aplicaciones del quelato sintético. 
Se observa un efecto en el crecimiento al inicio de los muestreos del Aquamato 
férrico, pero el descenso producido al final del ensayo hace que los valores de Doliron 
mejoren el resultado estadístico de las medias de los muestreos en cada tratamiento. Por 
otro lado, debe destacarse el efecto del Doliron en sus aplicaciones dobles, sobre el mejor 
desarrollo del número de hojas aunque valores, sin embargo, similares a los encontrados en 
. . 
el control. 
2.1.1.2. jndice SPAD. 
El índice SPAD se incremento a lo largo del experimento. Desde el punto de vista 
estadístico no se observó ninguna diferencia entre tratamientos, aunque la tendencia en 
ambas variedades demostraron que este índice se incrementaba en aquellos árboles tratados 
con Sequestrene y dobles dosis de Aquamato férrico. 
La evolución del'indice SPAD a lo largo del ensayo para las variedades Satsuma y 
Lane late se recoge en las figuras 45 y 46. El índice se incrementa a lo largo del ensayo 
hasta el momento de máxima actividad fisiológica, desde donde empieza a descender. En 
la variedad Satsuma (figura 45) la tendencia sugerida tanto por el Fe-EDDHA, como por 
las dosis dobles de Aquamato férrico, es muy similar y diferente a los otros cuatro 
tratamientos. En estos últimos se aprecia un pico y un valle muy pronunciado, 
especialmente en el control y en el Doliron. 
Figura 45 Evolución del índice SPAD en hojas de C~t~us vanedad S a m a  en el ensayo de invernadero 
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Figura 46 Evolución del indice SPAD en hojas de Cir,us variedad Lane late en el ensayo de invernadero. 
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En la variedad Lane Late, también se confirma la tendencia de ¡as dosis dobles del 
Aquamato férrico similar a la del F e - E D D W  y se manifiesta la mejora sobre las dosis 
~ ~ dobles del Doliron. 
De los datos del índice SPAD pdemos  concluir que tanto el Aquamato férrico en 
dosis dobles como el Sequestrene presentan un comportamiento similar. Es una tendencia 
más estable que la mostrada por el resto de los tratamientos. De otro lado, no se alcanzan 
los mayores valores del índice SPAD para el Aquamato férnco y el Fe-EDDHA hasta 140 
días del inicio de los tratamientos para la variedad Satsuma y hasta 170 días para la variedad 
Lane late. 
2.1.1.3. Atralisis mineral. 
A continuación se describirá el efecto de los tratamientos sobre los macronutrientes 
e n e l  ensayo de invernadero, incidiendo en su acción 'sobre los muestreos, iicluso en 
aquellos casos donde no se reflejointeracción tratamiento x muestreo. 
Tabla 34 Concentración de N (g. 100g.' 1n.s) en hojas de  Cir17r.r cultivados en invernadero para cada uno de los 
tratamientos y muestreos. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significaliva según el lest 
de Duncan (a=O,Oj). 
11 111 <M> 
Citnis v. Satsuma 
Control 1.69 ab 2.74 ab 
Fe-EDDHA 1.89 a 2.02 c 
Aquamato 1.69 ab 2,36 a 
2*Aquamato 2.02 a 2.26 ab 
Doliron 1.34 b 2.1 1 bc 
2*Doliron 1.67 ab 2.39 a 
Citnis v. Lane Late 
Control 1.57 b 2.38 n.s 1.97 b 
Fe-EDDHA 1.89 ab 2.33 2,11 ab 
Aquamato 1.55 b 2.47 2.01 ab 
2'Aquamato ' 1.75 ab 2.73 2.06 ab 
Doliron 1,94 a 2.57 2.25.a 
2'Doliron 1.65 ab 2.40 2.03 ab 
<M> Representa las medias entre muistreo 
Con relación a la concentración de N, en la tabla 34 sólo se muestran los resultados 
obtenidos para la concentración foliar de este macronutriente enlos dos últimos muestreos, 
ya que a causa de la escasez del material vegetal al inicio del ensayo no se pudo proceder 
a la mineralización Kjeldahl. No se observa un efecto claro de los tratamientos sobre los 
. .- niveles de N en la variedad ~ats;ma, a excepción del '~oliron, que incidió efectivamente al 
inicio del ensayo, pero la asimilación de este macronutnente disminuyó, alcanzándose 
niveles inferiores a los considerados bajos por Jones y col: (1991) (2,20-2,39%). En ningún 
momento se apreciaron diferencias significativas respecto al control. 
Tabla 35 Concentración de P (8 100g" m.s.) en hojai de Cirrus cultivados en invernadero. Letras diferentes en 
la misma columna indican'diferencias signif~catir,as egun el test de Duncan (a 4 0 5 ) .  
Citms v. Satsuma 
I 11 TI1 <M> 
Control 0.1 57 ab 0.1 24 n.s. 0.1 18.b 0,133 b 
Fe-EDDHA 0,105 b 0,142 0,136 ab 0,143 ab 
Aquamato 0.158ab O, 128 0,125 ab 0.1 37 ab 
2tAquamato 0.154 ab 0,135 0.146 a 0,145 ab 
Doliroii 0,157 nb 0,130 0.1 19 ah . 0,136 ah 
Z*Doliroii 0,178 a 0.125 0.140 ab 0,148 a 
Citms v. Lane late 
Control 0,151n.s. 0.1 50n.s. 0,142 n.;. 0,148 ab 
Fe-EDDHA . 0,181 O, 164 0,141 0,162 ab 
Aquamato 0,190 0,140 0,135 O, 155 ab 
2*Aquamato 0,2 19 0,136 0.138 0,164 ab. 
Doliron 0,208 0.185 O, 150 0,181 a 
* oliro O 149 ] 0.145 b 
<M> Media enur los muestrros 
La aplicación de los tratamientos afectó a los niveles foliares de P en las dos 
variedades de cítricos ensayadas, siendo el tratamiento con Doliron el más efectivo a;nque 
la tendencia con la dosis no fue la misma Como puede verse en la tabla 35, los niveles de 
este elemento decrecen a lo largo del ensayo en todos los tratamientos El fósforo es un 
elemento de los denominados estructurales, que incide con gran intensidad en el desarrollo 
radicular, y especialmente activo en los procesos de floración y cuaje de fruto. La ausencia 
de floración provocada y una situación nutrícional suficiente deberían presentar unos 
valores constantes. Se aprecian diferencias significativas entre tratamientos en el primer y 
en el tercer muestre0 en la variedad Satsuma, pero no ocurre lo mismo en la variedad Lane 
late. 
Tabla 36 Concenb;ici6n de K (g.1 OOg.' m.s) en hojas de Cirrus cultivados en invernadero para cada uno de los 
tratamientos y mues-trms. Letras diferentes en la Asma columna indican diferencias sigruf~cativas.segun el test 
. . de Duncan (u=0.05). 
Citnis v. Satsuma 
Control 1,OOb 0.94n.s 1 .29~ 
Fe-EDDHA 1.18ab 1.22 I .30c 
1.08ab 1.868 Aquamato 1.01 
2*Aquamato 1.07ab 0.96 1.66ib 
Doliron ,, 1.02b 0.98 I ,52bc 
2*Doliron 1.26a 0.99 1 . 2 9 ~  
Citnis v Lnne late 
I 11 111 <M> 
Control 1.3 1 n.s. 1.37 n.s. 1.59 n.s 1,43 n.s. 
Fe-EDDHA I ,49 1.71 1.42 1.54 
Aquamato 1.42 1.43 1.34 1.40 
2*Aquaiiiato 1.38 1.41 1.46 1.42 
Doliron 1.53 1.68 1.37 1 ,S3 
2*Doliron 1.60 1.27 1.56 1.48 
<M> Representa las medins entre muestreos. 
En la variedad Satsuma se reflejan diferencias significativas de este macronutriente 
al inicio y término del ensayo, sin ser apreciables en el muestre0 intermedio. Inicialmente, 
son las dosis dobles de Doliron las qúe más parecen.beneficiar a la concentración de 
fósforo, observándose al final del ensayo una incidencia mayor de lasdosis dobles del 
Aquamato férrico. 
En la tabla 36 se presentan los contenidos foliares de K, para cada tratamiento, 
222 . ' 
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muestreo y variedad estudiada, donde existe una-interacción tratamiento x muestreo 
significativa en la variedad ~atsuma: Siendo en esta variedad en la que la aplicación de 10s 
tratamient~s.~are& afectar en mayor medida al contenido total de potasio, mientras que no 
se manifiestan diferencias significativas entre tratamientos en la variedad Lane Late. En la 
. . 
variedad Satsuma, originariamente, fueron las aplicaciones dobles de Doliron las que 
produjeron un efecto mas favorable, que se mantuvo, sin embargo, por debajo de los 
valores encontrados para el resto de los tratamientos al final del ensayo. Momento éste en 
el que los niveles de K mejoraron en los tratamientos con Aquamato femco, principalmente 
a las dosis normales. En esta ocasión la concentración de K es elevada, pero no supera los 
limites superiores (l .  10-2,3 %). 
Tabla 37 Concentración de Ca (g.IOOg'' m s )  en hojas de Cirrus cultivados en invernadero para cada uno de 
losuatamientos y muestreos. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas según el 
Test de Duncan (a4.05).  
. . C I ~ S  V. Satsuma 
Coiitrol 1.32 bc , 1 . 9 9 ~  2.19ab 
Fe-EDDHA 1 . 2 0 ~  2.15 bc 2.45 a 
Aquamato 1,63 ab 2.63 ab 2.19ab 
2*Aquamato 1.92 a 2.77 ac 2.28 ab 
Dolii-on 1.43 bc 2.03 cb 1.79 b 
2*Doliron 1.25 bc 2.18 bc 2.03 ab 
Cilrus v. Lane Late 
Control 1.82 a 2.41 a 2;76 a 
Fe-EDDHA 0.85 c 1,81 b 2.77 a 
Aquamato 1.77 a 2 5 7  a 2.40 b 
2'Aqu;imato I,IObc 2.46 ab 2.90 a 
Doliron 1.61 ab 2,29 ab 2.74 a 
La concentración del Ca, expuesta en la tabla 37, evolucionó positivamente a lo 
largo de la experiencia en todos los tratamientos, excepto en los plantones tratados con 
dosis normales de Aquamato ferrico. Este tratamiento fue el único que mantuvo la 
concentración de Ca dentro de los limites suficientes a lo largo del ensayo (1,50-2.59 %). 
si bien disminuye en el último muestreo donde este efecto es significativo. Aunque se' 
presenta en las dos variedades es especialmente notorio en la variedad Lane Late. 
De nuevo se observa el efecto sobre el Magnesia, que era esperado por la 
modificación con dolomita del Doliron. En la tabla 38 se muestran los resultados de 
concentración de Mg obtenidos del análisis de la varianza y el Test de Duncan. La tendencia 
describe al Doliron como el producto capaz de incrementar en mayor medida los niveles de 
este elemento en hoja. Como ya se indicó en la variedad Lane Late,, la incidencia es 
proporcional a las dosis aplicadas. Sin embargo, en la variedad Satsuma, la concentración 
Tabla 38 Concentracian de Mp (g loop-' m.s) en hojas de Cirnrs cultivados en invernadero para cada uno 
de los uatamientos y muestreos. Letras diferentes en lo misma columna indican diferencias significativas 
segun el Test de Duncan (u=O,Oj) 
Citnis v Satsuma 
Control 0 . 1 9 2 ~  0.301 c 0,301 c 
Fe-EDDHA 0.236 bc 0.290 c 0.290 c 
Aquamato 0,237 bc 0,307 c 0,307 c 
2*Aquamato 0,227 bc . 0,326 c 0,326 c 
Doliron 0.283 b 0,447 b 0,447 b 
2*Doliron 0,393 a 0 , 6 1 2 ~  0.6 12 a 
Citnis v. Lane late 
Control 0,254 b 0.304 b 0,279 c 0,279 c 
Fe-EDDHA 0,272 b 0,316 b 0,284 cd 0,291 c 
Aquamato 0.302 b 0,319 b 0,256 d 0,292 c 
Z*Aquamato 0,294 b 0,314 b 0.310 c 0.306 c 
Doliron 0,352 b 0.521 a 0,394 b 0,422 b 
2*Doliron 0.435 a 0.615 a 0.495 a 0.515 a 
<M> Media entre los muestreos 
de Mg se incrementó hasta el segundo muestreo para retomar valores próximos a los 
iniciales al final del ensayo. 
Resumiendo estos resultados, se puede indicar que independientemente de la 
variedad se observa una influencia en el Mg y el Ca. En el Ca el Aquamato férrico 
incrementa los niveles desde el inicio del ensayo, mostrándose su efecto inicial con las dosis 
. . normales y a continuación con las dobles. El efecto del magnesio no es exclusivo del 
Doliron, que como se ha indicado a lo largo de la memoria sena consecuencia de. la 
modiicación con Dolomita. También el Aquamato fémco muestra este efecto, mejorándose 
los niveles de Mg con'el tiempo. Las dosis normales favorecen la adquisición del elemento 
por la planta, hasta el tercer muestreo en el que la dosis dobles lo favorecen en mayor 
medida'. 
No se observa influencia del P en la variedad Lane Late, ni tampoco del K en la 
misma varidedad . Sin embargo, en la variedad Satsuma se aprecía influencia de los 
tratamientos sobre el P, dado que las dosis dobles de los fülvatos incrementaron los niveles 
de este macronutnente al final del ensayo, cuando todos disminuían. Además se observa un 
efecto sobre el N del Aquamato férrico, inicialmente e'n las dosis normales' y con 
poste"oridad en las dobles. Por último, recalcar el efecto del K, incrementado en el primer 
muestreo por el tratamiento con Doliron, y en el tercer muestreo por el Aquamato fémco 
en ambas dosis. 
B) Micronutrientes 
Desde el punto de vista estadistico, en un primer estudio se comprobóla existencia 
de una interacción significativa entre tratamientos x variedades para los contenidos totales 
de Cu y Zn, lo que implica que estos dos elementos no presentaron la misma evolución para 
ambas variedades al aplicarse los tratamientos. Por el contrario, tanto las concentraciones 
de Fe como de Mn presentaron esta interacción de forma altamente significativa en las dos 
variedades. 
Dadas las características del Aquamato férrico, especialmente su elevado contenido 
en-Fe total y materia orgánica, se esperaría que este producto tuviera una marcada 
incidencia sobre la concentración foliar de este elemento. No obstante, los resultados no lo 
demuestran. La tabla 39 refleja la concentración de Fe para cada uno de los tratamientos 
Tabla 39 Conmiración de Fe (mg.Kg-' m.s) en hojas de Cirrus cultivados en invernadero para cada uno de los 
trntamientos y musirms. Letras diferentes en la misma columna indica diferencias significativas según el test 
de Duncan (a =0,05). 
I 11 III 
C i m  v. Satsuma 
Control 18.1 c 41.3 b 29.9 d 
Fe-EDDHA 125 a 153 a 86,l a 
Aquamato 41,Sb 42.8 b 36.4 c 
2*Aquamato 31.1 bc 42.6 b 42.2 b 
Doliron 28.8 bc 40.7 b 26.2 d 
' 2 *Doliron 39.4 bc 41.4 b 29.9 d 
C i t m  v. ¿ane Late 
Conirol 29.4 bc. 46.7 b 43.6 b 
Fe-EDDHA 
Aquamato 
2*Aquamato 
Doliron 
38.6 abc 45.8 b 42.6 b 
50.8 ab 45.2 b 39.3 b 
independientemente decada variedad y muestreo. 
En principio y en todos los casos se manifiesta la ventaja de los quelatos sintéticos 
como coirectores de la clorosis férrica, dados los excelentes resultados del Fe-EDDHA 
. frente al resto de los tratamientos. No se reveló incidencia ni positiva ni negativa, sobre la 
concentración de este micronutriente en la variedad Lane Late cuando se aplicaron los 
tratamientos de Aquamato fémco y Doliron, salvo en el primer muestreo para este ultimo. 
De forma contraria, se observaron ligeros efectos congruentes con las características de 
Aquamato fémco en la variedad Satsuma. Al final del ensayo este producto fue capaz de 
incrementar significativamente respecto del control los niveles de Fe en hoja. de acuerdo 
con las-dosis aplicadas. El tratamiento con Doliron no mostró ninguna diferencia con 
respecto al control. 
c.. . 
Los plantones mostraron concentraciones totales de Fe foliar bajas, a excepción de 
aquellos que fueron tratados con Fe-EDDHA que presentaron niveles suficientes. Los 
controles y los tratamientos con Doliron, especialmente las dosis normales en la vanedad 
Satsuma, rozaron la deficiencia al inicio y a¡ final del eniayo. 
. 
Dados los bajos niveles de Fe presentados en algunos tratamientos, como los 
controles y el Dol'uon, se esperaría que los niveles de Mn se incrementaran en estos casos. 
Antes al contrario, no se manifesto un efecto claro sobre los niveles de foliares deMn, 
como puede apreciarse en la tabla 40, a excepción de un significativo incremento inicial de 
la doble dosis de Aquamato femco que no perdura a lo largo del ensayo. 
Tabla 40 Concentración de Mn (mgKg" m.s) en hojas de Cims cultivados en invernadero para cada uno de 
los tratomientos y muestreos. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias sigiSicati\~as egun el 
test de Duncan (u = 0,05) 
I 11 111 
C i m s  v. Salsuma 
Control . ' 17.6 b 12.5 n.s. 10.7 n.s. 
Fe-EDDHA 16.2 b 13.5 12.3 
Aquamato 16.0 b 15.5 9,50. 
2*Aquamato 18,7 ab 13,7 9.87 
- 
Doliron 15.8 b 13.5 8.97 
2*Doliron 23,2 n 13.7 11.1 
Cilrus v. Lane Late 
Control 14.7 b 11.7 n.s. 10.1 n.s. 
Fe-EDDHA 23,4 b 14.3 13.7 
Aquamato 
2*Aquamato 
Doliron 
La habilidad para transportar Cu por el quelato EDDHA se pone de ma;ifiesto en 
los niveles alcanzados por este elemento en los tratamientos con Fe-EDDHA, tanto en la 
variedad Satsuma como en la variedad Lane Late, recogidos en la tabla 41. La incidencia 
del resto de los tratamientos sobre la movilización de Cu presentadiferentes tendencias 
según se trate de la variedad Satsuma o Lane Late. En la primera, tanto el Aquamato férrico 
como el Dohon parecen retener el elemento, ya que se alcanzan niveles inferiores a los del 
control. Mientras que en la variedad Lane Late el Aquamato fémco incrementa el Cu foliar 
a concentraciones similares al Fe-EDDHA y no se muestran diferencias significativas 
respecto el resto de los tratamientos. 
Tabla 41 Concentración de Cu (mg.Kg' m.s) en hojas de C i h s  cultivados en invernadero para cada uno d r  los 
tratamientos v muestreos. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segun el test 
de Duncan <a=0,05) 
I II 111 <M> 
Citnis v. Satsuma 
Control 7.89 ab 7.55 ab 3.12 b 6.19 b 
Fe-EDDHA ' 9.90 a 7.95 a 4.20 a 7,35 a 
Aquamato 7.37 ab 6 . 1 5 ~  3.92 ab 5.82 bc 
Control 
Fe-EDDHA 
Aquamato 
Z*Aquamato 8.07 ab 6,OO 3.57 b 5.88 ab 
Doluon 7.93 ab 6,97 3.77 b 6.23 ab 
2'Doliron 8.22 ab 6.47 3.82 b 6.18 ab 
<M> Representa las medias entre muestreo. 
Los resultados correspondientes a la concentación foliar de Zn se indican en la tabla 
42. Parece existir un efecto del Aquamato férrico sobre este micronutriente, 
independientemente de la variedad. En los dos casos se mostró incremento de este 
elemento, aunque en la variedad Lane Late las diferencias entre tratamientos no eran 
significativas. Es importante destacar que en esta variedad la concentración de este 
elemento se presenta a nivel de deficiencia. Además, las dosis dobles de los humatos 
aminoran la absorción de Zn. 
Tabla 42 Concentración de Zn (mgKgl m.s) en hojas de Cimlus cultivados en invernadero para cada uno de los 
tracamientis y rnuesheos. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias signif~cativas egún el test 
de Duncan. (a=0,05) 
Citnis v. ~a t suma  
Control 11.3 ab 11.4 ab 5,85 n.s. 9.51 ab 
Fe-EDDHA 10.3 ah 10.1 b 5.62 8,69 b 
Aquamato 12.3 a 13.1 a 5.72 10.4 a 
2*Aquamato 9,86 ab 9 5 0  b 5.72 8.30 b 
Doliron 9.93 ab 10.8 ab 4.12 8.29 b 
2'Doliron 9,33 b 10.5 b 4,52 8 ,12b 
Citnis v. Lane Late 
Control 10.4 ab 1 1,6 n.s. 7.27 n.s. - 9.77 n.s. 
Fe-EDDHA 10.4 ab 11.5 6,52 9.48 
Aquamato 12,9 a 11.5 5.87 10.0 
2'Aquamato 
Doliron 
2'Doliron 10.2 ab 10.3 6.12 8.87 
<M> Representa las medias entre muestreo. . . 
2.1.1.4 ~ f ec lo  sobre la nutrició>rj¿rrica. 
Como ya se ha indicado en el apartado de la introducción la concentración de Fe 
foliar no es generalmente indicativa del estado fémco de la planta, que sí puede ser descrito 
por las relaciones entre diferentes elementos. De las muchas descritas en la bibliografía se 
han escogido tres; Fehln,  NICa y 5O(IOP+K)/Fe. Un incremento en la relación FeIMn, 
indica mejora en el estado fémco de la planta, mientras que las otras dos muestran la 
tendencia contraria. Las figuras 47 a la 52 recogen las relaciones Fehln,  N l C a y  
50(10P+K)/Fe obtenidas para cada uno de los tratamientos. Según estos parámetros se 
puede indicar, que tanto en la variedad Satsuma como el variedad Lane Late, se manifiesta 
el tratamiento de Sequestrene como el más eficaz para mejorar la nutrición fémca de estos 
cultivos en las condiciones estudiadas. El resto de los tratamientos no presenta una 
tendencia tan clara y definida como el tratamiento indicado. . 
La interpretación detallada de los resultados de las dosis dobles de los humatos 
respecto al tratamiento control refleja mejora de la relación FeMn para los plantones de la 
variedad Satsuma (figura 47) fundamentalmente al final del ensayo. Demostrándose una vez 
más la efectividad de los compuestos tipo fulvato en aplicaciones a largo plazo. Las otras 
dos relaciones; NICa y SO(lOP+K)/Fe, recogidas en las figuras 49 y 5 1,  también denotan 
la mejora del tratamiento donde fue utilizado el quelato sintético. En concreto, la relación 
N/Ca (figura 49) obtenida para el Sequestrene muestra una tendencia muy favorable al 
inicio del ensayo, manteniéndose en los dos últimos muestreos. Los elevados valores 
resultantes de las aplicaciones con el Aquamato férrico denotan la baja eficacia de este 
producto para paliar la clorosis férrica. Sin embargo, como ya ha sido indicado en el caso 
de la relación Fe/Mn, la relación NICa en hojas de Cifrus v. Satsuma mejoró en el segundo 
y tercer muestreo en todos los tratamientos, tal y como demuestran los menores valores 
obtenidos. Un comportamiento similar se manifiesta en la relación SO(lOP+K)/Fe (figura 
5 1) donde el tratamiento con Sequestrene se mantiene como el de mayor efectividad. Bien 
es cierto que esta relación indica que la nutrición férrica no mejoró a lo largo del ensayo, 
dado que los valores mostrados en ese momento fueron los mayores. Además del 
Sequestrene. todos los tratamientos incrementan ligeramente los valores para la relación 
50(1 OP+K)/Fe. Un efecto que se ha comentado en la absorción de los nutrientes y que 
ahora se manifiesta de nuevo, es la mejora que suponen las dosis sencillas al principio de 
los tratamientos, mientras que al final de éstos son las dosis dobles las que parecen ser más 
eficaces. 
Los valores para las relaciones de elementos vinculados a la nutrición férrica, 
presentaron algunas diferencias en la variedad Lane Late. Si bien la relación Fe/Mn (figura 
48) pone de manifiesto, de nuevo, que el tratamiento Fe-EDDHA es el más beneficioso, no 
aparecen muchas diferencias entre los demás tratamientos y el control. De otro lado, parece 
que las dosis normales del Aquamato férrico inciden positivamente sobre la nutrición, 
- 
férrica, mientras que las dosis elevadas aminoran este efecto. La relación 50(10P+K)/Fe 
refleja la misma tendencia, y por otra parte no parecen modificarse especialmente a lo largo 
del ensayo. Por el contrario esto no ocurre con las relación NICa;(figura 50)-donde el 
- tratamiento Fe-EDDHA presenta los valores más elevados que se mantienen en el muestreo 
posterior. 
Figura 47 Relación Fe& en C i i m  w. Satsuma cultivados en invernadero de investigación 
76 114 187 
Dias de tratamiento 
Conud FeEDDHA OAquamdo DaAquamao Dd ron OaDdirm 
Figura 48 Relación Fe/Mn en Ciirus w. Lane Late cultivados en invernadero de investigación 
Figura 49 Relación NICa en Cirnn vr. Satsuma cultivados en invernadero de  investigación 
Figura 50 Relación NICa para C i t m  w Lane Late cultivados en invernadero de investigación 
N I C i  n 
114 187 
D I i i  de tiitamlento 
Figura 51 Relación SO(IOP+K)/Fe en C i m s  vr. Satsuma cultivados en invernadero de 
invcestigación ' 
76 114 187 
Dias de tratamiento 
Figura 52 Relación 50(10P+K)/Fe en Citms vr. Lane Late cultivados en invernadero de 
investigacibn 
Dias de tratamiento 
O Cmüd FE-EDDrlA OAquamao O Mquamato Dd~ron O ZxDd ron 
Como resumen de los resultados expuestos acerca del efecto de los tratamientos 
fémcos se puede afirmar que: 
el crecimiento de brotes y hojas en cítricos cultivados en las condiciones descritas 
en invernadero de investigación, han demostrado la eficacia de estos productos, 
especialmente el Aquamato fémco, y en menor medida el Doliron. Es discutible que este 
efecto sea debido exclusivamente a la mejora a la absorción de nutrientes beneficiada en 
parte por el elevado porcentaje de materia orgánica y principalmente como ácido filvico 
que formaparte  de la composición del Aquamato fémco. Tampoco es atribuible 
exclusivamente a una mejora en la nutrición férrica, ya que a esto contribuye 
mayoritariamente el Fe-EDDHA que por otra parte no incide sobre el crecimiento del 
número de brotes, como los tratamientos ya descritos. 
La dosis-de aplicación es determinante a la hora de evaluar la eficacia de estos 
productos. ya que si bien las dosis recomendadas por los fabricantes favorecieron.el 
crecimiento de los brotes, las dosis elevadas amortiguaron estos efectos. 
La aplicación del Aquamato fémco y del Doliron parece favorecer la asimilación 
de Ca2+ y Mg2+ incluso en presencia de concentraciones foliares elevadas de K'. También 
incrementa los contenidos foliares de Zn2' y a largo plazo de Fe3'. Por el contrario, no 
parece tener influencia sobre los niveles foliares de Cu2+ y Mn2'. La incidencia sobre los 
elementos estructurales, P y N depende de la variedad, ya que si bien en algún momento del 
ensayo se vió afectada la concentración de P en la váriedad Satsuma, no se manifestó en la 
variedad Lane Late. 
2.1.2. Ensayo de campo 
2.1.2. J .  ~&etros de crecimiento 
. .- siguiendo el mismo criterio que en el ensayo de invernadero, como parámetros de 
crecimiento se atendió al peso fresco y seco por hoja durante las dos temporadas en las que 
tuvo lugar el ensayo de campo 
. . .  
Tahla 43 Peso fresco (ghoja") en hojas de Citnrs vr.Navelina en el ensayo de Betera. Temporada 94/95 y 
95/96 Letras diferentes en la misma columna uidican diferencias significativas según el test de Duncan 
1 . 11 111 IV <M> 1 11 <M> 
Control 0,52111s 0,853ns 0,898ab 0,79811s 0,76711s 0,82311s 0,649ab 0,746ab 
Fe-EDDHA 0,543 0,835 0,845ab 0.949 0,793 0,851 0,656ab 0,753ah 
Aquamato 0,482 0,828 0,824b 0,924 0,773 0.767 0,573b 0 , 6 7 0 ~  
2*Aquaniato 0.5 18 0,823 0.850ah 0.949 0,785 0,780 0,6938 0,737ab 
2*Doliron 0,645 0,887 0,961a 0.810 0,826 0,856 0,706~1 0,781a 
<M>* Representa medias entre muestreos 
Tahla 4 1  Peso seco (phoja-') en hojas de Cirius \T. Navelina en el ensayo de Betera. Temporadas 94/95 y 
95/96. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias si@icativas s e a n  el test de Duncan 
(a=0.05). 
94/95 95/96 
1 11 111 IV <M> 1 11 <M> 
Control 0.1 17a 0,24811s 0,338ab 0,32611s 0257ns 0,23311s 0,29211s 0,263ab 
Fe-EDDHA 0.1 l9ah 0,257 0,316b 0,327' 0,255- 0,236 0,290 . 0,263ab 
Aquamato 0,105b 0,240 0,311b 0,332 0,250 0,212 0,267 0,240b 
2*Aquamato 0.1 10b 0,256 0,323ab 0,321 0.252 0,219 0,307 0,263ab 
Doluon 0,117ab 0,244 0,362ab 0.361 0,278 0,212 0,285 0,249ah 
2*Doliron 0,142a 0,260 0,370a 0.348 0,281 0,234 0,306 0,270s 
<M>$ Representa medias entre muestreos 
Se encontraron resultados similares en las dos temporadas, recogidos en las tablas 
43 y 44. Tanto el peso fresco como el peso seco en hoja se vieron mejorados en aquellos 
árboles tratados con dobles dosis de Do1iron.y aunque este efecto no sea significativo en 
todos los casos la tendencia está bastante definida. En el transcurso de la temporada 94/95 
el Aquamato fémco incidió positivamente sobre el peso seco. pero no manifestó un efecto 
análogo sobre el peso fresco hasta el final del ensayo. Momento en el cual las hojas 
procedentes de cítricos tratados con las dosis dobles de este producto presentaron los 
mejores rendimientos, tanto en la temporada 94/95 como en la siguiente. El estudio 
comparativo con el quelato sintético indica que este tratamiento produjo resultados 
cuantitativamente similares al tratamiento con Doliron al inicio del ensayo, incidiendo 
particularmente sobre el peso seco de hoja mientras que con el transcurso de la experiencia 
su efecto se concentra sobre el peso fresco de la hoja. 
Durante la temporada 94/95 
Tabla 15 lndicr de área foliar (g PF .cm-') en la temporada Se encontraron diferencias en el 
95/96 Letras diferentes cn 1; misma columna indican 
.diferencias simificativas. tamaño de hoja, por lo que se 
- 
consideró la aosibilidad de evaluar el 
1 11 T*M 
índice de área foliar (LN), recogida 
Conlrol 0.3 18ns 0.3 1911s 0.3 1911s 
en la tabla 45. Este parámetro es una 
Fe-EDDHA 0,302 0.3 12 0,308 
medida indicativa del grosor de la 
Aquamato 0.3 1 1 0.3 17 0.3 14 
hoja que se expresa como gramos de 2*Aquamato 0,342 0,303 0,323 
peso fre~cocm'~.  Las dosis dobles de Doliron 0,300 0,330 0.3 15 
2fDoliron 0,320 00345 0,332 Doliron presentaron el mayor indice 
<M> Representa las medias entre mueslreo. de área foliar, de modo que el mayor 
peso seco que presenta e s  debido 
fundamentalmente, a un mayor espesor de hoja y no a un mayor área, aunque las diferencias 
de tamaño indicadas no son significativas 
Con relación al índice SPAD, mostrado en la tabla 46, sólo se encontraron 
diferencias significativas entre los tratamientos Fe-EDDHA y las dosis normales del Doliron 
durante el tercer muestre0 de la temporada 94/95, que corresponde al momento de engorde, 
236 
del mito. En la temporada siguiente, no se realizó toma de muestra en ese momento por lo 
que puede no confirmarse esta tendencia, pero en la primera toma de muestra se 
encontraron diferencias significativas entre tratamientos. En esa ocasión existían diferencias 
significativas del Aquamato férrico con el Doliron en dobles dosis, pero no con el resto de 
los tratamientos. 
TalAa 46 Indice SPAD en hojas de Cimis v:Navelina en el ensayo de Bétera. Temporadas 94195 y 95/96 Letras 
diferentes en la misma columna indican diferencias significativas según el test de Duncan (a=0,05). 
94/95 95/96 
1 11 111 IV <M> 1 11.  <M> 
. . 
Conuol 33,411s 50,911s 66,9ab 70,311s 55,4ab 47.6a 80.311s 64,011s 
2'Aquamato 3 1.9 51.8 66,3ab 69.6 54,9ab 47,6a 81.0 64.3 
Doliron. 3 1,6 50.1 68,9a 7 1.7 55,6ah 46,5ab 79.8 63.2 
2*Doliron 32.7 49.5 69,3a 62.3 54.9ab 44,Ob 80.2 62.1 
<M> Representa las medias entre muestreos. 
La aplicación del tratamiento estadístico a los resultidos de campo indicó que no 
existía interacción tratamiento x muestre0 durante el periodo de tiempo que duró el ensayo 
para ninguno de los macronutrientes, excepto en los valores de Mg y K en la temporada 
95/96. En la tablas 47 y 48 se presentan los resultados correspondientes a la concentración 
de macronutrientes en cada uno de los muestreos realizados y durante los dos años en que 
se desarrolló la experiencia. 
Con relacibn a la concentración foliar de N, recogida en la tabla 47, esta se vio 
incrementada al inicio de los tratamientos en los árboles tratados con dobles dosis de 
Aquamato férrico y en los dos años consecutivos. El efecto contrario se produjo en las 
- .  
aplicaciones dobles de Doliron. caracterizadas por un significativo descenso en los niveles 
de este elemento 
Tabla 47 Concentración folicu de N. P, y K (g. 100 g.' rn.s.)en al ensayo de c m p o ,  Bktera. Letras diferentes en 
la misma columna indican diferencias significativas según el test de Duncan para (a=0.05) 
m v. Navclina 
94195 95/96, 
N 1 U m N -.M>* 1 0 <M>* 
Control 2.50ab 193ns 2,OOabc 2.14a 2.14a . 193ab 2,1011s 2.0111s 
Fe-EDDHA 2.46ab 1.87 2.05a 2.07ab 2.1 lab 1.89ab 2.07 2.02 
Aquamato 2.48ab 1.94 190bcd 1.93b 2.07nb 2.01a 2.04 2.03 
Z'Aquamato 2.61a 1 ,87 1.86d 2.02ab 2.09ab. 2,OOa 2.19 2.10 
Doliron 2.46ab 1.95 2.02ab 2.04ab 2.04b 1.94ab 2.1 1 2.03 
2'Doliron 2.37b 1.90 1.91cd 1.95b 2.12ab 1.86b 2.09 1.98 
D 
p~ ~- 
Control 0,362ab 0,137ns 0.103iis O.IO5ab 0.1 7711s 0.12lns 0.100tis 0.1 15b 
Fe-EDDHA 0.381ab 0,140 ' 0.106 0.114a 0.182 0.134 0.108 0.IZla 
Aquamato 0.374ab 0,153 0,095 0,107ab 0,185 0,133 0.105 0,119a 
2'Aquamato 0.397a 0.137 0,097 0,110a 0,185 0.133 0.107 0,1203 
Doliron 0355ab 0.147 0,095 0.090b 0,173 0.132 0.107 O.I?Oi 
Control 128a 12911s 12911s 0.752~ 1.15ab 1.09ns 2.1 lns 
Fe-EDDIIA 1.14b 129 120 0.795cb I.llb . 1.10 2.07 
Aquamato 128b 1.35 1.31 0.920ab 1218 1.1 I 2.04 
"Aquamato 130a 1,40 128 0.97% 124a 1.11 2,19 
Doliron 1.30a 1.47 -136 0.732~ 122a 1.10 2.1 1 
2'Doliron l32a 1.42 121 0.952ab 1.23a 1.13 2.09 
<M>* Representa las medias cntre muestreas. 
También se reseñan en la tabla 47 las concentraciones foliares de P y K. En la 
temporada 94/95, el primero de ellos mostraba valores elevados (intervalo de normalidad 
según Jones y col. (1991) de 0.17-0,3 %) pero sin alcanzar niveles tóxicos. No se 
encontraron diferencias significativas respecto al contenido en P, mientras que en la 
temporada 95/96, los niveles de este elemento descendieron respecto de la temporada 
anterior, encontrándose dentro de los'límitesbajos. pero sin deficiencia. En esta ocasión 
todos los tratamientos fémcos incrementaron significativamente los niveles de éste elemento 
respecto del control, sin existir diferencias significativas entre tratamientos. 
.. . El K se vio afectado por la aplicación de los humatos en la temporada 94/95, los 
tratamientos incrementaron los niveles.de K foliar, mostrando diferencias significativas con 
relación al Fe-EDDHA y al control. Sin embargo, en la temporada siguiente no se 
encontraron diferencias en los contenidos foliares de este macronutriente. Los niveles de 
este elemento aunque elevados, no se encontraban entre los considerados~tóxicos. 
Tabk 48 Concalraciones foliares de Ca y Mg (e. IOOp' m.s.) en el ensayo de campo, Bétera.. Letras rlifirsiitss 
en In misma columna indican diferencias sipificaiivas segun el test de Duncan (a=0,05).. 
Citrus v.  Naveliria 
94195 95196 
Ca I ll . m IV KM> 1 D <M> 
Control 2,48ns 2,SOns 5,54115 5,41115 399ab 2,Olns 4,17a 3,09c 
Fe-EDDHA 2.07 3.04 5.32 522 3.91ab 225 5.13a 3.69a 
Aquarnato 2.36 3.00 5.41 5.18 3.99ab 2.15 5.11a 3.63ab 
2'Aquarnato 221 320  5.64 4.82 3.95ah 2.09 4,76ab 3.43abc 
Doliron 1.92 2.60 5.11 5.43 3.76b 1,98 4.48ab 323bc 
?*Doliron 226 3.12 5.65 5.51 4.13a 1.98 4,77ab 3.38bc - 
Control 0,145n s O.IS3n s 0225ab 0.17hb 0.175bc 0.16 ns 0,441ab 
Fe-EDDHA 0.117 0.166 0.198b 0,177ab 0.170b 0.156 0.435ab 
Aquamato 0.145 0.191 0215ah 0,180ab 0.182abc 0.165 0.42%~ 
2'Aquamato 0.138 0.179 0214ab 0,172b 0,176abc 0.156 0392c 
Doliron 0.139 0203 0241a 0.l83ab 0.192ab 0,169 0,471a 
2'Doliron 0.152 0,123 0240a 0.199a 0.193a 0,166 0,474a 
*<M> Representa las medias entre muestreos. 
Con relación a la influencia de los tratamientos sobre las medias de los muestreos 
del Ca foliar, en la tabla 48 no se observa la misma tendencia los dos aiios, si bien los 
. nivelesencontrados superan los máximos de referencia indicados por lones y col. (1991), 
(>2,5 %). En un principio, el tratamiento Doliron aplicado en dosis dobles-fue el que 
mayores beneficios aportó a este macronutriente. Sin embargo. no se obtienen diferencias 
significativas importantes, exceptuando para la dosis normales de este mismo producto. El 
segundo año, todos los tratamientos incrementaron los niveles de Ca foliar sobre el control, 
siendo las diferencias mayores para el Aquamato fémco y el Fe-EDDHA con relación a los 
árboles no tratados. El Doliron aparece en último lugar, con niveles de este elemento 
próximos a los del control. A pesar de que los árboles fueron cultivados en suelos calizos, 
altos pH del suelo y la competencia w n  otros metales puede reducir la concentración de Ca 
en los cultivos. En este caso el incremento en la concentración de Ca respecto de los 
controles debe ser considerado como un efecto deseable de los tratamientos férricos. 
En la tabla 48, se confirma la tendencia del Doliron para mejorar los niveles de Mg 
durante estos dos años, pero no se observaron diferencias significativas entre ambas dosis. 
Respecto al Aquamato fémco. se observa una tendencia incrementadora en un primer año', 
pero elsegundo año aparecen los niveles más bajos. Los niveles de este elemento con 
relación a los de referencia dados por Jones y col. (1991) eran bajos el primer año (0,16- 
0.25%) y suficientes el siguiente (0.26-0,69 %). 
Con relación a los niveles de Fe foliar se observa un comportamiento estadístico - 
diferente en los dos años que duró este ensayo. En la temporada 94/95 existe interacción 
tratamiento x muestreo, por lo que se estudiaron los niveles de este elemento en cada 
muestreo. En la siguiente temporada esto no ocurre, por lo que los resultados se expondrán 
como media de los muestreos. No.se observan diferencias entre bloques. 
El primer año, la tendencia del Fe no queda muy definida. En la tabla 49 se recoge 
la concentración de este elemento en las dos temporadas que duró el ensayo y en cada uno 
- .  
de 10s muestros realizados. sólo aparecen diferencias significativas entre tratamientos en 
los muestreos tercero y cuarto. Si parece claro que cuando el Doliron se aplica en doble 
dosis no es el tratamiento más apropiado para incrementar los niveles de este 
micronutriente. E n  el segundo año se manifiesta que tanto las dosis dobles como las 
normales de Aquamato fémco fueron las más efectivas para incrementar los niveles foliares 
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de Fe en cítricos, aunque solamente se encontraron diferencias significativas en aquellos 
árboles que fueron tratados con dobles dosis de Aquamato ferrico, confirmándose otra vez 
el Doliron en dobles dosis.como el más negativo. Aunque en los dos años que duró el 
ensayo los árboles mostraron niveles foliares bajos de este micronutriente respecto a los 
. 
niveles proporcionados por Jones y col. (1991) (39-59 mgKg-'), en ningún caso se observó 
deficiencia de Fe. Un factor que debe ser tenido en cuenta a la hora de valorar estos niveles 
' tan bajos de Fe es el lavado a-que se sometió el material vegetal. Éste era necesario por 
tratarse de muestras de campo, que habían sido tratadas con diferentes aplicaciones foliares, 
y de esta forma se aseguraba la eliminación de cualquier elemento extemo que pudiera 
falsear el análisis foliar. Otros autores no realizan lavados tan exhustivos, por lo que la 
comparación con la normalidad es bastante dificil. 
Tabla 49 Concentración foliar de Fe y Mn en el ensayo de Bitera. Letras diferentes en  la misma columna indican 
diferencias significativas. 
94/95 95!96 
Fe 1 n m IV I U .CM;. 
( m ~ K p '  P.S.) 
Control 43,711s 38.5bc 57,Ons 69.8a 28.5ns 65.3ab 46.9b 
Fe-EDDHA 3 8 2  58.8ab 55.5 612ab 31.4 b6.8ah 49,lab 
Aquamalo 47.5 572ab 56.9 56.8h 32.8 68.7ab 50,7ab 
2'Aquarnato 4 5 2  64.4a 54.1 589ab 32.7 752a 53,9a 
Doliron 49.6 4l.Obc 59.4 63.6ab 34.0 732ab 53.6a 
Control 12.48 32.3ns 27.0b 31.611s 692ns 66,5ab 67.811s 
Fe-EDDHA ]?,la 3 1 .O 362ah 32.9 92.8 57.7b 75.3 
Aquamato 10,Sab 25.9 30.7ab 26.9 90.1 642ah 7 7 2  
2'Aquarnalo 11.7ab 31.3 31.8ab 33.7 87.9 72.5a 8 0 2  
Doliron . 9.82b 33.9 28,4b 31.4 '82.5 642ab 73,4 
2'Doliron 11.7ab 29.1 39.la 29.3 75.6 652ab 70.0 
<M> Representa las medias entre rnuestreo. 
En el caso concreto del Mn, igual que el Fe, se obtiene interacción tratamiento 
muestreo el primer año, por lo que se realizó su estudio estadístico por muestreos 
independientes recogido en la tabla 49. Sólo, se observaron diferencias significativas entre 
tratamientos e n  el primer y tercer muestreo. En el primero de ellos, todos los arboles 
presentaban deficiencia de Mn, pero se recuperaron en el siguiente muestreo como 
consecuencia de la aplicación foliar de este micronutriente como MnSO,, alcanzándose' 
niveles suficientes al final del ensayo (25-200 mgKg-'). No se manifiesta un efecto directo 
de los tratamientos, a excepción de la dosis simple de Doliron con la que no se alcanzan 
niveles óptimos de Mn foli'ar. En el segundo año, no aparecen diferencias'significativas entre 
tratamientos, aunque si se observó una influencia no deseable de los bloques sobre los 
resultados. Sin embargo,puede verse que los tratamientos incrementaron este elemento con 
relación al tratamiento control. Las dosis normales de Doliron aparecen de nuevo como las 
que menos favorecieron este incremento. 
Tabla 50 Concentración folirar de C u y  Zn (mg.Kg-') en el ensayo de ~ é t e r a .  Letras diferentes en la misma 
columna indican diir;ncias significativas según el test de Duncan (a=O,Oj). 
Citrus v. Navelina 
I n m IV ..M: I n .-M:. Cu 
Control 16:lns 11.3ns 8,l2ab 7.4Ons 10.7ab 17.511s 7.4Ons 12.5ns 
Fe-EDDHA 17.9 12.5 8.30ab 825 11,7a 17.1 7.15 12.1 
Aquainato 16.9 12.0 8.42ab 7.05 10.8ab 19.8 7.85 13.8 
2'Aquamato 14.5 10.6 7.12b 7.48 10,Ob 17,9 8.17 13.0 
Doliron 16.9 11.0 9,62a 8.32 11.5a 17.9 7.42 12.7 
Zn 
Control 26.4ns 53.6ns 49 .1~  47.311s 44,lb 76,111s 60.4ab 68.311s 
Fe-EDDHA 25.6 572 72.8ab 50.5 51.5ab 90.7 59,3ab 75.0 
Aquamato 24.4 49.0 63.0cb 44.4 452b 04,s 65,Oab 74.7 
?*Doliron 25,6 57.1 712ab 44.9 49.7ab 75.7 60.5ab 68.1 
<M> Representa las medias entre muestreo. 
Las medidas de Cu total correspondientes al ensayo actual, y descritas en la tabla 50, 
denotan que este micronutriente se comportó de forma similar al constatado en el ensayo 
de invernadero para la vanedade del grupo Navel. Incrementándose sus niveles en todos los 
tratamientos fémcos con relación al control en la temporada 94/95, excepto en el caso del 
.. Aquamato férrico. Estos resultados, sin embargo, no se confirman el segundo año. No se 
considera, por tanto, que conste influencia de los tratanüentos sobre el nivel de este 
micronutnente. Con relación a los valores de referencia de Jones y col. (1991) se mantuvo 
dentro de la suficiencia (5.16 mg,Kg-') . . 
Tampoco se obtuvieron niveles de 2% diferentes a los indicados como suficientes 
por Jones y col. (1991) y que están comprendidos entre 25-100, mg,Kg". De acuerdo con 
los valores indicados en la tabla 50, no existe una influencia directa de los tratamientos 
sobre la concentración de este micronutriente, a excepción de las diferencias encontradas 
el primer año por el Aquamato férrico, que no se confirmaron al siguiente. Este efecto es 
diferente en función de la dosis. Las dosis dobles incrementaron los .valores de este 
micronutriente significativamente respecto del control y las dosis normales de este mismo 
producto. Esto parece indicar que existe un efecto de la concentración sobre la movilización 
del Z q  que debe considerarse a efectos de toxicidad; aunque no se confirma en el segundo 
año. .-. 
En el primer año de ensayo las relaciones entre eleme'ntos utilizadas para valorar el ' 
estado fémco de la planta'no presentaron las mismas tendencias, pues existe desacuerdo en 
su comportamiento. En las figuras 53 a 57 aparecen los indices FelMn, N/Ca y 
5 0 ( 1 0 ~ + ~ ) / F e  que están siendo utilizados en este tiabajo como indices de nuthción férrica 
en cítricos.. 
Durante el primer año de experiencia, la relación FelMn; recogida en la figura 53, 
se incrementa en las aplicaciones de Doliron efectuadas al inicio del ensayo, mientras que 
el-efecto se aminora a la mitad de éste para mostrarse el Aquamato fémco como el más 
positivo. Los árboles tratados con dobles dosis de Doliron, también, presentaron los valores 
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más bajos para las relaciones N/Ca y 50(10 P+K)/Fe al final del ensayo como viene reflejado 
en las figuras 55 y 57 Hay que constatar que el control en este ensayo mostraba buenos 
niveles de este micronutriente, de hecho, sólo se observa aumento en la relación FeMn a 
partir del segundo muestre0 en los árboles controles y, como ya ha sido indicado en 
aquellos donde se aplicaron las dosis doble de Doliron 
En la temporada 95/96, no se percibe una mejora en los árboles tratados respecto 
de los controles, pero si se manifiesta una cierta armonia entre los resultados descritos por 
las relaciones entre elementos, como muestran las figuras 54, 56 y 58. Inicialmente, todos 
los tratamientos a excepción de las dosis dobles de Doliron mejoraron sus niveles férricos 
respecto a los controles, pero éstos se fueron igualando a medida que transcurria el ensayo. 
En esta temporada, como puede verse en la figura 54, es el Aquamato férrico el que mas 
beneficia a la relación F & M ~ ,  incluso hasta el final del ensayo. Similar comportamiento 
produce el ~ o l i r o n ,  aunque en esta ocasión las dobles dosis de.este último no revelan 
resultados tan óptimos como lo fueron en la temporada 94/95. 
Las otras dos relaciones, N/Ca y 50(10 P+K)/Fe. se muestran en las figuras 56 y 58 
y mostraron tendencias similares El tratamiento del Doliron en sus dosis dobles fue el más 
beneficioso en un primer momento, mientras que al final del ensayo las dosis dobles de 
Aquamato férrico revelaron mejores resultados 
Figura 53 Relaci6n Fe/Mn en Cims vr Navelina cultivados en Bktera. Temporada 94/95 
FeiMn 
dias de tratamlento 
' I G I  ~ m b d  W FsEDDHA OAauamato OZdauamato Ddiron PZ'Ddirm 1 
Figura 54 Relaci6n FeAh enCimsvr. Navelina cultivados en Bktera. Temporada 95/96. 
FeiMn 
dias de tratamiento 
8 Cmbd Fe-EDDHA OAquarndo O Zdquamdo Ddiron BZ'Ddirm 
Figura 55 Relación NICa en Citrus vr. Navelina cultivados en Bbtera. Temporada 94/95 
Figura 56Relación FNICa en Cihrs vr. Navelina cultivados en Bétera. temporada 95/96 
NICa 
Figura 57 Relación SO(10PfK)Fe en Cimrsw. Navelina cultivados en Bétera. Temporada 
94/95. 
dias de tratamiento 
10 Cmbd. W F&EDDHA.OAquamato OZxAquamato ~oliron 6i hDolirm 1 
Figura 58 Relación SO(IOP+K)/Feen Citrus w. Navelina cultivados en Bétera. ~emporada 
95/96. 
A) Producción y Calidad de fruto 
. - 
La eficacia de la fertilización ha de ser valorada en función de la producción y 
calidad del fruto. A este respecto se evaluó en la temporada 94/95 la producción de naranjas 
en Kg/árbol para, cada tratamiento. La virosis que presentaron la mayoría de los árboles el 
segundo año desaconsejó la recolección, por lo que no se pudo conocer la incidencia de los 
tratamientos en esa época. Además de la producción, se analizaron otros parámetros de 
calidad de fruto como el calibre, y el peso de las naranjas. 
En la tabla 5 1 se muestra la producción dada como Kg de naranjas por ártiol y el 
peso y calibre de fruto para cada tratamiento. Los resultados indican que el tratamiento más 
efectivo fue la dosis doble de Doliron, aunque la diferencia no es significativa respecto el 
resto de los tratamientos al 95 % de probabilidad. Tampoco existen diferencias significativas 
en lo referente a los datos de peso y calibre de fmto, si bien todos los tratamientos femcos 
incrementaron estos valores respecto al control, a excepción del calibre en aquellos árboles 
que fueron tratados con dosis normales de Aquamato ferrico. 
Tabla 51 Producción y calidad del Guto obtenidos en el ensayo de Valencia durante la temporada 94/95 
Producción Calihre medio Peso medio de Guto 
Control 121,5 ".s. 74.2 n.s. 1 91.5n.s. 
Fe-EDDHA 129.5 75.1 2 13.9 
Aquamato femco 112.8 73.5 197.9 
2' Aquamato femco 127.2 75.9 210.7 
Doliron 1 14;3 75.1 204.2 
Es interesante analizar la distribución de estos dos últimos parámetrps en función 
del porcentaje de naranjas, factible dado el gran número de unidades recogidas. Las figuras 
59 y 60 describen el peso y el calibre de todas las naranjas muestreadas. Los tratamientos 
más rentables son aquellos que dan mayor porcentaje de naranjas con mayor tamaño, de 
acuerdo con las dos figuras se produce en las dosis dobles de los humatos fémcos. 
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Figura 59 Distribucibn del peso de naranja en el ensayo de Betera, temporada 94/95 
Peso (g l f ru to l  
n ~ o n t r o l  ~ e - E D D H A  ~ A q u a r n a t o  2'Aquarnato q Doliron 2'Doliron 
Fogura 60 Distribución del calibre de naranja en el ensayo de Retera, temporada 94/95. 
60 65 70 75 80 85 90 95 100 
calibre (rnrn) 
n c o n t r o i  Fe-EDDHA n ~ q u a r n a t o  2'Aquarnato ~ o l i r o n  2.Doliron 
E) At~álisis de calidad de zzrmo 
La tabla 53 refiere el porcentaje total de zumo obtenido de las naranjas. NO se 
obtuvieron diferencias significativas para este parámetro. También se evaluaron como 
índices de calidad organolépti'ca, el pH del zumo y su acidez valorable (expresada como 
porcentaje de ácido cítrico). Para ambos casos, el tratamiento que demostró pH más 
elevado fue el ~ o i i r o n ,  cuando se aplicaba en dosis normales. El.contenido en azúcares. 
expresado como grados Brix corregidos, es mayor en el tratamiento con Aquamato férrico 
que en el resto de los tratamientos, lo que indica que las naranjas procedentes de árboles 
tratados, tanto con dosis normales como dobles de Aquamato férrico, serían las más dulces. 
Tampoco en esta ocasión los resultados son estadísticamente significativos. También 
se estudió el índice de maduración, relación entre contenido en azúcares y acidez valorable. 
. 
Este índice fue más favorable a las dosis normales de Aquamato férrico y al Doliron, pero 
estadísticamente no fue significativo. 
Tabla 52 Análisis de la calidad del zumo. 
Porcentaje Densidad pH acidez Ácido BRIX I.M. 
de zumo (&) valorable ascórbico 
(% O I V )  
Control 37.05ns 1.059ns 3,3711s 1.72ii.s 0.077ns 12.60ns 7.46ns 
Aquamato 37.44 l ,OS 1 3.35 1.72 0.068 1322 7.73 
2'Aquainalo 36.91 . 1.043 3.44 1-64 0.07 1 12.34 7.50 
Doliron 36.97 1,045 3.36 1.63 0.077 13.02 8.34 
2'DoIiron 34.74 1 .O44 3,40 1.65 0,074 12.97 7.98 
I.M. Indice de madura 
2.1.2.6. Resumen de resultados 
En síntesis, respecto de los ensayos de campo sobre cítricos, Puede afirmarse que: 
De un lado, en el ensayo de campo sobre Citrus vr Navelina se ha observado que 
el Doliron en dosis dobles produjo un incremento significativo del peso seco de la hoja en 
dos de los cuatros muestreos realizados en l'a temporada 94/95, que se corresponden con 
el momento de la floración y del engorde de fruto. El primero sólo presenta diferencias 
significativas con las dos aplicaciones de ~ ~ u a m a t o  ferrico pero no con el resto de los 
tratamientos; mientras que en el momento correspondiente al engorde del fruto aquellas 
sólo existén respecto al quelato sintéti&. En ninguno de estos dos muestreos se produjeron 
diferencias significativas entre tratamientos, con respecto a los contenidos foliares de Fe, 
N en el indice SPAD. 
Por otro lado, en el momento de la floración, aquellos árboles que mostraron los 
mejores rendimientos en el peso seco de la hoja es decir, los tratados con dobles dosis de 
Doliron, y Fe-EDDHA, no parecen presentar un mejor nivel de ningún nutriente en especial. 
De hecho, las tendencias mostradas por los elementos en e! primer ensayo no se 
correlacionan con la influencia de los tratamientos sobre el peso seco. Únicamente cabe 
destacar que el posible .efecto de dilución de nutrientes, consecuencia del mayor 
crecimiento. propiciado por la dosis dobles de Doliron,sólo parece afectar a los contenidos 
foliares de N, que reflejaron los valores más bajos. Las relaciones entre elementos que más 
favorecieron el estado fémco de la planta tampoco se manifesiaron especialmente positivos. 
Como consecuencia, el efecto del Doliron sobre el aumento del peso seco de la hoja no cabe 
atribuirlo exclusivamente a la mejora en la nutrición mineral de la planta. 
Asímismo, el análisis mineral de la hojas de citricos correspondientes al periodo 
de engorde del 6uto (tercer muestreo) presenta riaracteristicas similares al de floración, con 
excepción de las concentraciones de Cu, Mn, Zn y Mg que se ven favorecidas en las 
aplicaciones de Doliron, mientras que las de N continúan bajas. Con relación al contenido 
d e r F e  foliar no se observan diferencias significativas entre tratamientos, aunque se 
incrementa el indice SPAD de la hoja. 
Por lo que se refiere al último muestro en el momento de maduración del fruto, 
se aprecia un efecto de los tratamientos sobre el Fe, aunque no en el resto de los 
micronutrientes. Mereciendo destacarse que. como consecuencia del tratamiento de dosis 
dobles de Doiiron, se favorece especialmente la asimilación de macronutrientes, excepto del 
N. A pesar de los elevados contenidos de K no se aprecian problemas de asimilación de Ca 
y Mg, siendo éste, cómo se ha indicado en la descripción de los resultados, el elemento más 
favorecido en estas aplicaciones. 
Por último, con relación a la situación nutricional de los árboles en la temporada 
siguiente, los controles presentan un contenido de Fe foliar inferior al resto de los 
tratamientos, aunque no es sigmíicativo hasta el h a 1  del ensayo. El mismo comportamiento 
se observa con el resto de los elementos, siendo en el segundo muestre0 donde mayores son 
las diferencias. Los parámetros evaluados con relación al crecimiento también confirman 
el efecto beneficioso del Doliron en dosis dobles, pero con mayor incidencia en peso fresco 
que en peso seco, al mismo tiempo que el Aquamato férrico, aunque mejoró notablemente 
los contenidos de Fe foliar y el índice SPAD de la hoja. dio lugar a los menores 
rendimientos en peso fresco de hoja. En este segundo año de experiencia no se reflejó 
acumulación elevada de micronutrientes en aquellos árboles que fueron tratados con los 
humatos Respecto a los macronutrientes. la acción de los tratamientos se manifiesta de 
nuevo, fundamentalmente al final del ensayo, confirmándose la tendencia del año anterior 
Hubiera sido intersante prolongar el estudio un año más a fin de conocer el efecto 
acumulativo de los tratamientos, sin embargo, debido a la viriosis no se estimó procedente 
ste último estudio 
El ensayo sobre melocotoneros se realizó en la temporada 95/96 en la provincia de 
Lleida, en concreto en la localidad de Sudanell. Este área. además de destacar por la calidad 
de los fmtos, es una zona de suelos calizos y muy sensible a la clorosis fémca. Entre los 
fertilizantes de uso obligatorio, se encuentran los quelatos sintéticos ampliamente 
extendidos dada la naturaleza del suelo y la rentabilidad del cultivo. 
El análisis de la vananza se incluye en el disquete adjunto, en el directorio "Lleida". 
A continuación se comentarán los resultados, tanto en cuanto a los parámetros de 
crecimiento, como respecto del análisis mineral y de producción y calidad de finito. 
2.2.1 Parametros de crecimiento 
. . 
- El eniayo d e  campo en melocotoneros se realizó en la temporada 95/96 al mismo 
tiempo que la segunda parte del ensayo de Valencia. Anteriormente se expusieron los 
criterios empleados para elegir los parámetros de cr'ecimiento con especial referencia al area 
de superficie foliar, dadas las diferencias entre los tamaños foliares que habían surgido en 
el primer año de la experiencia en cítricos, y que se dan aquí por reproducidos. 
Tabla 53 Vlores del grosor foliar. area foliar y peso seco paracada tratamiento y muestreo en hojas de 
melou>tonero, Lleida 1995196. Levas diferentes en una misma columna denotan diferencias si@~cativas segun 
el Test de Duncan (a=O,OS). 
I II <M>* 
Grosor foliar (me P.F.-cm") 
Control 5,19 n.s. 5.09 n s .  5.14 n.s. 
Fe-EDDHA 5.1 1 5.49 5.30 ' 
Aquamato femco 4.99 5.29. 5.14 
2*Aquamato fémco 4.97 5.29 5,13 
Doliron 5,lO 4.98 5.04 
2*Doliron 5.22 5 09 5.15 
h e a  íoliar ícml.hoia-') 
Control 34,7 n.s. 33.2 n.s 34.0 n.s 
Fe-EDDHA 38.5 36,O 37.3 
Aquaniato femw 37.1 32.5 34.8 
2*Aquamato fémco 36.8 32.7 34.7 
35.5 Doliron 35,6 35.4 
2*Doliroli 35.4 35.3 35 3 
Peso seco hoia-') 
-. 
Control 0,179 n.s. 0,166 b 0,173 b 
Fe-EDDHA 0,197 0,197 a 0.197 a 
O, 185 0.172 b 0,179 b Aquamato fémco 
2*Aquamato femco 0,182 0,177 b 0.177 b 
Doliron O, 182 0,172 b 0.177 b 
. . ZCDoliron O. 184 0.179 b 0.182 b . . 
*<M> Representa las medias entre muestreos 
En el w o  concreto del análisis foliar de melocotón se desechó el peso fresco como 
indicador de crecimiento, habida cuenta que las hojas se pesaron en el laboratorio y no se 
mantenían en perfectas condiciones, no obstante haberse conservado en frío. 
El tratamiento estadístico de los resultados denotó que la interacción tratamiento 
x muestro no era significativa. A pesar de ello, junto con el valor medio de ambos 
muestreos se expresarán los valores para cada uno de los efectuados, a fin de conocer la 
evolución de cada parámetro en los distintos momentos del cultivo. En la tabla 53 se 
recogen los valores para el grosor, área y peso seco de las hojas muestreadas en el ensayo 
de Lleida. 
Como puede observarse, no se obtienen diferencias significativas entre tratamientos, 
ni para el área foliar, ni para ei,grosor, pero en el área foliar son los árboles control los que 
presentan menores valores. Por el contrario, sí se manifiestan claras diferencias en los datos 
correspondientes al peso seco, donde a partir del segundo muestreo el tratamiento Fe- 
EDDHA incidió positivamenteen el incremento de este parámetro. 
2.2.2 Indice SPAD 
Todos los árboles presentaron síntomas de clorosis al final del ensayo, excepto 
aquellos que fueron tratados con 
Tabla 54 Valores del Indice SPAD obtenidos en hojas de Prunus F~-EDDHA que tenían las hojas 
persica. Letras diferentes denotan diferencias significntivas según 
el test de Duncan (a=0,05). más verdes. Con relación al 
I 11 <M> Índice SPAD no se produjo 
Control 30.9 bc 25.7 b 28.3 b interacción tratamiento x 
Fe-EDDHA 38.2 a 34.5 a 36.4 a 
muestreo. La aolicación del test 
Aquamato 31,9b 26.8 b 29.3 b . 
de Duncan a los valores medios 
.. . 2'Aquamato 27.6 c 21.3 c 24.5 c 
Dolion 31.0 bc 26.1 b 28.6 b experimentales, obtenida para 
_2fllalirnn 17 9 h 7 z 7 h  78 7 h cada tratamiento y muestre0 y al 
<M>Representa las medias entre muestreo. 
resultado de .la interacción 
tratamiento x muestreo, se 
recogen en la tabla 54 
rtnc 
Los resultados presenta diferencias significativas desde la realización del primer 
muestreo, correspondiendo los valores más elevados del índice SPAD a aquellos árboles 
tratados con el Fe-EDDHA, mientras que las dobles dosis del Aquamato fémco presentaron 
los valores mas bajos. 
2.2.'3 Análisis mineral 
Los niveles de macronutrientes totales obtenidos en el análisis foliar para 
melocotoneros se indican en la tablas 55 y 56. Del estudio de la tabla 55 se deduce que la 
aplicación de los tratamientos no afectó a la concentración de P. pero si lo hizo al resto de 
los elementos. 
Los valores encontrados para el K son elevados (Casero, 1985) y se vieron 
afectados principalmente por la aplicación al suelo de las dosis dobles del Aquamato férrico. 
Este efecto se incrementó a lo largo del ensayo, como se refleja en la tabla 55. Por último, 
hay que resaltar la influencia positiva de las dosis dobles de Doliron respecto de los niveles 
de N que presentan un incremento significativo. 
La aplicación del Análisis de la varianza a los resultados correspondientes a la 
concentración de Ca foliar reveló la existencia de una interacción significativa tratamiento 
x muestreo, que ya se había manifestado en los ensayos de cítricos realizados en 
invemadero. Tanto en la variedad Lane Late, como en la variedad Satsuma los niveles de 
Ca en hoja descendían del segundo' al tercer y último muestreo, siendo el tratamiento que 
peor resultados producía. En el ensayo que nos ocupa la concentración de Ca, tabla 56; se 
incrementó en todos los tratamientos a medida que se desarrollaba temporalmente, siendo 
la aplicación de Aquamato férrico la más efectiva. Parece oportuno subrayar que todos los 
tratamientos influyeron en la misma medida en un primer momento. Las diferencias entre 
tratamientos se incrementaron en el segundo muestreo, especialmente entre los tratamientos 
más efectivos, Aquamato fémco y control. y el Fe-EDDHA, que se manifestó como el que 
aportó menor nivel de Ca al cultivo. 
El Doliron que había sido el tratamiento más eficaz para incrementar los niveles de 
Mg no manifiesta en las actuales condiciones de cultivo un comportamiento análogo, como 
puede verse en la tabla 56 En esta ocasión, todos los tratamientos en los que los humatos 
fémcos se encontraban involucrados mejoraron los niveles de este macronutriente, siendo 
estas diferencias significativas en el segundo muestre0 
Tabla  55 Concentración foliar de N. P,y K (g.1002 m.s.)en melocotoneros. Letras distintas en la misma 
columna indican diferencias significativas para el test de Duncan (u=0,05) 
N 1 11 <M> 
Control 3.02 ab 2.28 b 2.65 b 
Fe-EDDHA 2.96 ab 2.33 b 2.65 b 
Aquamato 2.91 b 2.40 ab 2.66 b 
2*Aquamato 3.06 ab 2.47 ab 2.77 ab 
Doliroo 2.88 b 2.37 a b  2.62 b 
P 
Control 0,243 n.s. 0.152 n.s. 0,200 n.s. 
Fe-EDDHA 0,252 0,154 0,205 
Aquamato 
2*Aquamato 
Doliron 
Control 
Fe-EDDHA 
Aquamato 2.74 b 2.70 b 2,721b 
2*Aqiiamato 3.45 a 3.46 a 3,456a 
Doliron 2.76 b 2.93 ab 2,844b 
2*Doluon 2.81 ab 2.98 ab 2.894b 
<M> Representa las medias entre musstreo. 
Todos los macronutrientes presentaban valores suficientes de acuerdo con los 
intervalos dados para el Prumrspersica var Sudanell por Casero (1985). con excepción de 
la concentración de K encontrada en aquellos arboles que fueron tratados con Aquamato 
fémco, que puede considerarse elevada Las altas cantidades de este macronutriente pueden 
causar desequilibrios con relación a la concentración de Ca y Mg para este tratamiento Si 
bien la concentración de Mg, se presenta dentro de los niveles suficientes, esto no ocurre 
- con la concentración de Ca, que como puede verse en la tabla 56, alcanza niveles mayores 
que los considerados elevados por ~ o n e s  y col (1991) y Casero (1985) 
Tabla 56 Concentración foliar de Ca y Mg (g.100g" m.s) en melocotoneros (Lleida). Letras distintas en la 
misma columna denotan diferencias significativas según el test de Duncan (u=0,05). 
Control 
Fe-EDDHA 
1.91 ns .  3.50 ah 
1,89 2.91 c 
Aquamato 1.98 3.67 a 
2*Aquamato 
Doliron 
1 ,S2 3.05 bc 
1.80 3.24 ahc 
M p  I 11 <M> 
Control 0,491 n.s. 0,829 ah 0,660 hc 
Fe-EDDHA 0,494 0,756 b 0,623 c 
Aquamato 0,532 0,922 a .  0,727 a 
2*Aquamato 0,522 . 0,851 ab 0,687 a 
Doliron 0,506 0,846 ab 0,676 ah 
2*Doliron . 0,508 0,855 ah 0,682 ab 
<M> Representa las medias entre muestreo 
El análisis de la vananza de los . micronutrientes . totales, analizados en hojas de 
melocotoneros, denotaron la existencia de un efecto de los tratamientos sobre los 
muestreos, cuando.éste se aplicó a las concentraciones totales de Fe y Mn, efecto que ya 
había sido evidenciado en el ensayo de cítricos. Por el contrario,no se encontró interacción 
- tratamiento x muestre0 en las.concentraciones de Cu y Zn. - 
- . .  
La tabla 57 describe la concentración de Fe y Mn para cada tratamiento y muestreo. 
Al respecto conviene record& que el melocotón es un cultivo muy sensible a las deficiencias 
de Fe y en la zona de desarrollo de la 
experiencia la clorosis férrica es frecuente.. Tabla 57 Concentración foliar de Fe y Mn (mg.Kg-' . , 
m.s.) en melocotoneros. Letras diferentes denotan .por este motivo, la aplicación de quelatos 
diferencias sigd~cativas según el test de Duncan , . 
(a=0,05). sintéticos para paliar esta deficiencia es una 
1 11 práctica habitual y muy extendida La Fe 
Control 40,6bc 4 2 . 7 ~  medidas de Fe foliar obtenidas ponen de 
Fe-EDDHA 52,Oa 63,la manifiesto que los quelatos siitéticos son, 
Aquamato 42,Ob 53, l b  sin lugar a dudas, el mejor tratamiento a fin 
2*Aquamato 3 4 . 8 ~  5 1.9bc de incrementar los contenidos de este 
Dolmn 38,5bc 53,8b micronutriente, manteniéndose este efecto 
2*Doliron 4 1,4b 47,obc . hasta el final de la experiencia. Sí se 
Mn observó que, a medida que transcurría la 
Control 43.1 n s .  46.9 bc temporada, el resto de los tratamientos 
Fe-EDDHA 36.1 33.5 c férricos incrementaron los niveles de Fe 
Aquamato 45.8 58.4 ab 
foliar significativamente respecto del 
2'Aquamato 36.9 67.6 a 
control, especialmente al final del ensayo 
Doluon 35.5 41.6 bc 
Todos los ' árboles, incluidos 
aquellos en los que había sido aplicado el 
Fe-EDDHA, presentaban valores de Fe inferiores a los descritos por lones y col. (1991) 
como bajos contenidos, esto puede ser consecuencia del agresivo lavado al que fueron 
sometidas las muestras a fin de minimizar la contaminación externa. Los niveles de Fe 
mejoraron en todos los tratamientos férricos, y fundamentalmente en las aplicaciones del 
quelato sintético. Con relación a los fulvatos férricos, de nuevo se observa el efecto 
beneficioso de las dosis normales en el primer muestreo, mantienéndose así a medida que 
- .. 
transcurre el tratamiento. Las dosis dobles presentan un mayor carácter residual 
. Tampoco se observan niveles bajos o ligeFamente suficientes de Mn. En un primer 
momento no se produjeron diferencias significativas entre los tratamientos, manifestándose 
en el segundo muestreo un antagonismo con los niveles de Fe. Este efecto sobresale en las 
aplicaciones del quelato sintético y en las dosis normales de Doliron. Sin embargo, no se 
evidencia en aquellos árboles que fueron tratados con Aquamato férrico, con indepencia de 
cual fuera la dosis utilizada. De hecho, los resultados expuestos en la tabla 57 indican que 
estos tratamientos fueron los más eficaces para incrementar la concentración de este 
.. - 
micronutriente. Si bien la utilización de humatos no implica concentraciones de Fe 
superiores a las obtenidas por el quelato sintético, si mantiene, no obstante el equilibrio 
entre este elemento y el manganeso. 
En la tabla 58 pueden encontrarse las concentraciones de Zn y Cu foliares, y la 
aplicación del test de Duncan (a  = 0,05). Solamente la concentración del Zn se ve afectada 
por la aplicación de los tratamientos férricos. 
Tabla 58 Concentración foliar de Cu y Zn (mrKg-' m.s.) en melocotoneros. Letras distintas denotan diferencias 
s i ~ ~ c a G v a s  se@n el test de Duncan ( ~ 0 . 0 5 )  
. ,. 
Control 11.41 n.s. 5.90 n.s. . 8.66 ns.  
Fe-EDDHA 11.45 5.87 8.66 
Aquamato 10.95 6,95' 8.95 
2 * ~ ~ u a m a t o  11.17 6.62 8.90 
Doluon 11,50 6,75 9,12 
2fDoliron 10,82 6.45 8,64 
Control 
Fe-EDDHA 
Aquamato 
ZiAquamato 
285 a 36.8 b 32.7 abc 
25.1 ab 32.7 b 28,9 c 
27.3 ah' 40,O ab 34,O ab 
22,4 b 40.3 ab 31,4bc 
Doliron 2 1,4 ab 40.2 ab 33.8 ab 
2*Doliron 27.0 ab 47,s a 32.3 a 
<M> Representa las medias entre muestreos 
El Cu no se ve afectado por los tratamientos fémcos, encontrándose los niveles de 
este elemento dentro de los considerados suficientes por Jones y col. (1991) y Casero 
(1985). Este último autor ya indicóla relativa importancia cuantitativa de este bioelemento 
con relación' alequilibrio nutricional del Prunuspersica vr. Sudanell. . . 
En relación con el Zn, cabe afirmar que se encuentra dentro del rango considerado 
como suficiente (20-50 mgKg"). Siendo importante incidir en el efecto que presentan las 
dosis dobles del Doliron Este tratamiento incrementa los niveles de este micronutriente a 
niveles superiores al resto de los tratamientos. 
2.2.4 Índices de nutrición férrica. 
Entre las relaciones de elementos elegidas para estudiar el estado férrico de los 
melocotoneros, se encuentran las ya comentadas en los experimentos con cítricos, FeíMn 
y 50(10P+K)íFe, y a ellas se incorpora la relación WCa. Esta última ha sido sugerida por 
Abadía y col (1986) y se correlaciona negativamente con el contenido de Fe foliar en 
melocotoneros. Las relaciones mencionadas se incluyen en las figuras 61 a 63 . El quelato 
sintético se manifiesta como el tratamiento más eficaz para mejorar el estado férrico de 
hojas de melocotoneros. Así lo indican los elevados valores recogidos en la relación FeMn, 
especialmente en el segundo muestre0 (figura 61). La tendenciacontraria es descrita por 
las otras dos relaciones, que disminuyen en las aplicaciones con Fe-EDDHA respecto del 
resto de los tratamientos y en los dos muestreos realizados, especialmente en la figura 62, 
correspondiente al índice 50(10P+K)/Fe. 
También el Doliron, fué capaz de mejorar la situación férrica de los melocotoneros, 
de acuerdo con la elevada relación F m  mostrada por este tratamiento sobre todo al final 
del experimento Por otro lado, tanto la relación 50(10P+K)/Fe (figura 62). comola WCa 
(figura 63) confirmaron esta mejora, marcada por el descenso de estos índices 
Los tratamientos que involucraban al Aquamato fémco no manifestaron efectos tan 
beneficiosos, con independencia de las dosis aplicadas La relación FeIMn presenta valores 
próximos a los mostrados por los controles y en todo caso inferiores a los ya indicados para 
el quelato sintético y Dol'uon Las otras dos relaciones reflejan valores que superan a estos 
los de estos últimos. 
Figura 61 Relacibn F e M  en Prunus Persica cultivados en Lleida 
dlas de tratamiento 
Figura 62 Relación SO(IOP+K)/Fe en ~,unhlrs Persica cultivados en LLeida. 
50(10P+K)IFe 
Dias de tratamiento 
Figura 63 Relación KíCa en P r u n ~ ~ u s  Persica cultivados en Lleida 
.-.-.-.-..--.-..----- 
-.-..-.-...-.-...-.-- 
. - - - . . - 
48 179 
Dias de tratamiento 
2.5 Análisis de Fruto 
Tabla 59 Producción y calidad del fnito obtenido en el ensayo de 
Sudanell. Lleida, temporada 95/96. Letras diferentes en la misma 
columna denotan diferencias significativas segun el test de Duncan 
(a=0,05). 
Producción Calibre 
(Kg.árbol-') (mm) 
Control 72.1 abc 77.2 b 
Aquamato 88.7 a 77.4 b 
2* Aquamato 59.0 d 74.5 c 
Dolirón 68.1 bcd 77.1 b 
La incidencia de los tratamientos sobre la producción y calidad del fruto en el 
ensayo de Lleida se indican en la tabla 59, donde se presenta el peso de frutos recolectados 
por árbol y el calibre medio de fruto Aquellos árboles que fueron inicialmente tratados con 
Aquamato fémco mediante dosis normales fueron los que más incrementaron la producción 
de melocotones. Esto es especialmente concluyente, dado que no existen diferencias 
significativas con el Fe-EDDHq que, en principio, fue el tratamiento más eficaz para 
proporcionar Fe al cultivo.De 'otro lado, es digno de destacar que el rendimiento obtenido 
por los árboles a los que se aplicó este ultimo quelato no difiere significativamente de los 
nc tratados. 
En el resto de los tratamientos los rendimientos fueron inferiores a la producción 
control, especialmente en el caso de empleo de las dosis dobles. Si bien las dosis normales 
de Aquamato fémco manifestaron los óptimos de producción, son las dosis dobles de este 
mismo producto las que menos rendimiento produjeron, decreciendo el total de Kg 
recogido en algo más del 21% respecto los controles. 
Uno de los parámetros de calidad más valorado en el mercado del melocotón es el 
calibre del fruto, considerándose de primera calidad aquellos que presentan calibres 
superiores a 67 rnm. El calibre medio de fmto obtenido para cada tratamiento superaba ese 
valor, si bien la diferencias encontradas en este parámetro son muy importantes. El Fe- 
EDDHA se manifiesta como el tratamiento que produjo un mayor calibre medio de fruto, 
y a excepción de las dosis dobles de Aquamato férrico, no se encontraron diferencias 
significativas entre el resto de los tratamientos. Se confirma de nuevo la menor 
productividad de aquellos arboles que fueron tratados con dosis dpbles de Aquamato 
férrico, no sólo en cantidad sino también en caiidad. 
2.2.6 Resumen de resultandos 
En resumen, de la experiencia sobre melocotoneros se puede afirmar, 
Casero (1 985) realizó un exhaustivo estudio sobre la nutrición del 
vr SudaneU en condiciones de campo muy similares a las que fueron utilizadas en el ensayo 
c i~~~sresul tados  han sido aquí presentados. El autor resaltó el papel decisivo que ejercían 
el calcio y el zinc respecto de la producción, describiendo estos elementos una correlación 
claramente positiva en la cosecha. Tambien, observó que el mayor rendimiento se 
encontraba asociado a los niveles de Fe y Mg mas elevados en la primera mitad del ciclo, 
y mientras que, por el contrario tanto el nitrógeno como el potasio, deberian aproximarse 
a concentraciones medias. Es cierto que el análisis foliar en la experiencia realizada en este 
.trabajo, para aquellos árboles donde se aplicó el tratamiento con Aquamato férrico, refleja 
un contenido de estosnutrientes muy próximos a los descritos por Casero (1985). y aunque ' 
los valores de potasio son elevados no existen problemas de asimilación de calcio, h de 
magnesio. Ahora bien,el quelato sintético, aunque se da un peor balance de nutnentes, 
benefició al Fe al inicio del ensayo y mantuvo un mejor peso seco de hoja y una producción 
similar a la del Aquamato férrico, con una calidad de fmto superior. De ello se deduce la 
relevancia de la nutrición fémca en la producción del melocotón, pero siempre que la 
aplicación del Fe se lleve a cabo en el momento fenológico adecuado. En definitiva, si bien 
las dosis dobles de Aquamato férnco son apropiadas para incrementar los niveles foliares 
de este micronutriente, no lo son de forma suficiente como para obtener una mejora en la 
producción. Lo cual. posiblemente sea debido a que el incremento de Fe foliar se produce 
lentamente. 
De otro lado, a la vista de estos resultados, se aprecia que el efecto directo del 
Aquamato fémco sobre la absorción de nutrientes puede mejorar la calidad y cantidad del 
cultivo del melocotón. Esa incidencia positiva no sólo es debida a la presencia de Fe 
quelado fácilmente asimilable por la planta, sino que a ello contribuye también el balance 
de otros elementos fundamentalmente catiónicos como el Ca"'. Mg"', y especialmente el 
Zn2' Dada la importancia del Fe en la producción de este cultivo, y a la vista del efecto 
residual, se aconsejana que la aplicación del Aquamato férrico se ejecutara en el momento 
de la floración o incluso antes, y en posible combinación con bajas dosis de quelatos 
sintéticos, a fin de evitar las carencias de este micronutnente Las dosis dobles del 
Aquamato férrico no son adecuadas dado que retardan en demasía la asimilación del Fe 
De acuerdo con el criterio seguido en los anteriores ensayos vegetales, el 
tratamiento estadístico para la evaluación del Aquamato femco, como sustrato alternativo 
- en hortícolas cultivadas en invernaderos comerciales, se incluye en el disquete adjunto a la 
memoria Los resuliados correspondientes a plantas de pimiento, pepino y tomate se 
encuadran en los directorios así denominados A continuación se describirán los resultados 
más relevantes para cada uno de los cultivos evaluados. 
2.3.1. Resultados del pimiento. 
2.3.1. l .  Parámetros de crecimiento 
Tal como se señaló en el apartado de materiales y métodos de este capítulo, uno de 
los 'objetivos de este ensayo consistía en estudiar la influencia del Aquamato fémco 
mezclado con un sustrato orgánico sobre la germinación y desarrollo de plántulas. A tal fin 
se realizaron tres ensayos, el primero de los cuales, cuyos resultados se describirán 
acontinuación, corresponde a plantas de pimiento 
El efecto de las sustancias húmicas sobre la genninación y desarrollo de plántulas 
ha sido ampliamente estudiado (Smidova, 1962; Dixit y Kishore, 1967; Iswaran y Chonkar, 
1971) admitiéndose su influencia tanto en el crecimiento, como en el rendimiento final. 
Uno de los datos más relevantes de este ensayo fue el número de plántulas con 
cotiledones desarrollados a los 15 días de la siembra. El tratamiento 50:50 no mostraba 
ninguna plántula con esas características, a diferencia de los tratamientos control, 90: 10 y 
75:25 que presentaban, respectivamente, el 65 ,  68 y 52 % de plantas germinadas. Las 
plántulas desarrolladas se clasificaron, en atención a su altura, en tres niveles cuyos límites 
en centímetros comprendían, 5<h,<3,5; 1,5<h2<2,5 y b<1,5. En la tabla 60 se expone el 
número medio de plántulas en función de su altura. 
El número total de plántulas encontrado es similar en los tres tratamientos donde 
265 
la germinación se consumó con éxito. Sin embargo, existen diferencias con relación a su 
altura. A medida que se aumentaba la proporción del Aquamato femco en la mezcla, el 
número de plántulas con mayor altura descendia, a excepción de las plantas cultivadas en 
la proporción 90: 10. Estas últimas presentan un incremento no significativo respecto del 
control cuando la altura comprendía valores entre 1,s y 2,s cm. 
Tabla 60 Muencia de los tratamientos sobre la-altura de las plántulas de pimiento a los 15 dias después de la 
siembra 
Tratamiento Plantas 2.5<h0,5 1.5QQ.5 h 4 . 5  
Control 97 28 a 28 a 41 a 
90 : 10 102 24 a 38 a 40 a 
75 : 25 78 0.25 b 35 a 43 a 
50 : 50 O O b O b O b 
- A los 15, 23 y 27 días de la siembra, se contabilizó dos veces más el n'úmero de 
plántulas con objeto de comprobar el trinscurso de la germinación. El análisis de la varianza 
a los resultados obtenidos en los seis tratamientos y tres muestreos, no revela la existencia 
de una interacción tratamiento x muestreo. En la tabla 61 se presenta el número de plántulas 
promedio para cada tratamiento y en los tres muestreos realizados. Puede verse que un 
porcentaje de Aquamato femco igual o superior al 25 % no favorece la germinación. 
Tabla 61 Influencia de los tratamientos sobre la Para finalizar el estudio de los ' 
germinacion. 
parámetros de crecimiento en plántulas de 
Numero Porcentaje pimiento se valoró la evolución del peso fresco 
Control 123 a 81,8a y peso seco a los largo del ensayo. Debido a la 
90:10 122a 81.4 a 
escasez del material vegetal, sólo se pudo 
7925 114b 75.7 b 
efectuar el estudio estadistico de los 
5050 27c  18.0 c 
tratamientos c'ontrol90:lO y 75:25 en el último - .. 
muestreo. 
La evolución del peso fresco y del peso seco, tanto en parte aérea como en r 
adicular, aparece en las figuras 64 a 61 , al tiempo que en la tabla 62 se recogen las medias 
Figura 64 Peso 6esco de raíz para plántulas de pimiento en cada tratamiento y muestreo, cultivadas en 
invernadero comercial (Almeria). 
. . dias de tratamiento 
Figura 65 Peso 6 e m  de la parte airea en pljntulns de pimiento en cada tratamiento y muestreo, cultivadas en 
invernadero comercial (Alnieria) 
1 Control m 90110 O 75/25 O 50150 1 
Figura 66 Peso seco de raíz   ara plánnilas de pimiento en cada tratamiento y muestreo, cultivadas en 
invernadero comercial (Almena). 
ghola 
dias de tratamiento 
Figura 67 Peso szco de la parte aérea en plhtulas de pimiento para cada tratamiento y muestreo, cultivadas en 
invernadero comercial (Almena). 
glhoja 
dias de tratamiento 
del último muestreo y la aplicación del test de Duncan a dichos datos. A lo largo de todo 
el ensayo se obtienen los mejores resultados, tanto en peso seco como en peso fresco, para 
la mezcla 90: 10. El efecto de esta proporción en la parte radicular y en la parte aérea es 
progresivo, y se prolonga hasta el penúltimo muestreo. Sin embargo, los datos encontrados 
- - en el primero, indican que existe Ün efecto inicial del Aquamato fémco cuando éste se 
añade en pequeñas cantidades. A medida que transcurre el ensayo, se incrementa el efecto 
positivo de la mezcla 75:25, aproximándose los valores encontrados para el tratamiento 
control. 
Tabla 62 Peso fiesm y sew de las plantas de pimiento al fmal del ensayo de invernadero wrnercial. Letras 
diferentes en la misma columna denotan diferencias sipficativas (a=0,05) 
Peso 6esw (g.plan1a.l) Peso seco (gplanta") 
Parte akrea Raiz Planta total Parte aérea . Raíz Planta total 
Control 3,63 b 1,96a 539 b 0,43 b 0,20 ab 0,62 b 
5050' 0.93 0.7 1 1,64 0,l 1 0,05 0.16 
Datos no incluidos en el tratamiento estadistico al no haber repeticiones suficientes 
Tal y como se esperaba, teniendo en cuenta el aspecto externo de las plantas, el 
tratamiento 90:lO mejora el peso fresco y seco de la planta, principalmente en parte aérea. 
Estas diferencias fueron estadísticamente significativas entre los tratamientos control y 
75:25 en parte aérea, incidiendo positivamente en el peso seco total de la planta. Las 
diferencias no fueron tan notables en raíz, lo cual resulta explicable como consecuencia de 
la importante variabilidad que arrojan los resultados obtenidos. 
Por lo que se refiere al tratamiento 50:50, en éste no se produjo germinación hasta 
transcumdos 23 días desde la siembra. En ese momento se observaron plántulas ligeramente 
desarrolladas, que presentaban un tamaño inferior a 1,s cm, no existiendo plantas de altura 
superior a 6 cm. Al h a J  de la experiencia, las mayores producciones y tamaños de plántulas 
2.3.1.2. Indice SPAD y pigmentos fotosintéticos 
El índice SPAD no se pudo aplicar a la evaluación de los tratamientos hasta que 
transcurrieron 35 días desde la siembra, toda vez que el tamaño de las plántulas no era 
- suficiente para hacer las mediciones en hoja. El comportamiento de este parametro en los 
muestreos (figura 68) refleja la existencia de una interacción tratamiento x muestreo 
altamente significativa, por lo que se realizó el estudio estadístico con independencia de esta 
circunstancia. En este caso, las plantas tratadas con la proporción 50:50 mostraron los 
valores más elevados, existiendo diferencias significativas entre tratamientos en la mayoría 
de los muestreos, principalmente al final del ensayo. El Tratamiento 75:25 mostró un buen 
desarrollo al principio de la experiencia, incrementándose el valor del indice SPAD hasta 
el día 42, a partir del cual este índice comienza a descender hasta alcanzar valores similares 
a los obtenidos en el tratamiento 90: 10, especialmente al final del ensayo. El tratamiento 
90: 10 es el que, por otra parte, revela los resultados más bajos en todo el experimento. se 
encontraron en los tratamientos 90: 10 y control. 
Figura 68 Evolución del índice Spad en plantas de pimiento 
~ainteracción tratamiento x muestreo es también altamente significativa cuando se 
. , 
'efectúa el estudio del análisis de la varianza sobre los datos de clorofilas a y b medidos en 
planta de pimiento. Por el contrario. esta interacción no se observa en la concentración de 
Figura  69 Contenido en clorofilas a y b (mgg.' Pf) en hojas de pimiento cultivado en invernadero comercial 
(Aimeria). 
Clorofila b Cloroiila a 
30 35 40 45 50 30 35 40 45 50 
dias desde la slembra dias desde laslembra 
Figura 70 Contenido en carotenos (mglg-l Pf) en hoja 
de pimiento cultivadas en inverandero comercial 
Clorofila b 
dias desde la siembra 
caiotenos, respecto de la cual el tratamiento 90: 10 presenta los valores más elevados y en 
principio favorables. Bien es cierto que ello obedece, principalmente, a la diferencia que en 
cuanto a tal parámetro se encontró en el Último muestreo. 
Ha sido generalmente acepiado que la clorofila y otros pigmentos accesorios son 
necesarios para la captura de la energía radiante en el proceso de fotosíntesis. Igualmente, 
1 
se consideran que estos factores no son ümitantes a menos que las plantas estén bajo graves 
alteraciones nutricionales, pero el proceso está también influido ed forma'importante por 
otros factores de tipo ambiental y genotípico. Salvando estas observaciones, existen autores 
que han correlacionado el contenido clorofilico y el nivel de nutrientes inorgánicos. Keller 
y Koch (1962) mostraron la existencia de una buena correlación entre la clorofila y el 
contenido de Fe foliar en tres clones de Populus euroarnericana. cuando el nivel de Fe 
estaba comprendido entre 20-800 mgL-l. López Cantarero y Romero (1993) consideran 
las clorofilas como buenos indicadores de N foliar, y Sánchez (1993) relacionó el contenido 
de clorofilas de plantas de pimiento Capsicurn annuun con el NH,' y el N orgánico. 
Con relación a las clorofilas, su evolución aparece en la figura 69. En la 
mismaparece mostrarse una tendencia favorable en el tratamiento 90: 10, aunque no es tan 
marcada como en el caso de los carotenos. El contenido de clorofila a desciende en todos 
los tratamientos a partir del día 45, mientras que el contenido en clorofila b se mantiene 
uniforme, a excepción del tratamiento de proporción 50:50 en el que se incrementa. 
2.3.1.3. Analisis mineral 
A) Macronutrientes 
El resultado del análisis de macronutrientes se recoge en las figuras 71 a 76 que - .  
exponen la evolución de los macronutrientes en raíces, ¡allos y hojas de pimiento. En el 
último muestreo, los datos de los tratamientos control, 90: 10 y 75:25 son media de cuatro 
repeticiones y se incluyen en la tabla 63. Como ya se ha indicado anteriormente, dado el 
escaso material vegetal para el tratamiento 5050 sólo se pudo dar un valor por elemento. 
Esta circunstancia revela, en sí misma, una primera conclusión a la hora de recomendar la 
utilización de esta mezcla enel cultivo de plantas de pimiento y en las condiciones del 
ensayo. 
' De acuerdo con los niveles de referencia sugeridos por Jones (1991) para hojas de 
pimiento, los análisis foliares resultantes de nuestro ensayo presentan al final del ensayo 
.. - 
valores deficientes de Ca y N en todos los tratamientos. Estos valores de referencia 
corresponden a plantas adultas, por lo. que no pueden ser aplicados sino de forma 
' . meramente orientativa, y sin que por si solos determinen la valoración de los nutrientes: Por 
otra parte, el resto de los macronutrientes se encontraban dentro de los niveles considerados 
como suficientes. 
Todos los tratamientos incrementaron el N foliar respecto al control, en proporción 
diiecta a la cantidad de Aquamato fémco en la mezcla, como se recoge en la figura 71. En 
el último muestreo estas diferencias no fueron, sin embargo, estadísticamente significativas, 
salvo respecto de la raíz. En esta órgano, este nutriente también se incrementa en los ' 13 
trathientos 9 0 : 1 0 ' ~  75:25, aunque en el caso del primero presenta valores de N menores, *,& 
siendo únicamente significativo respecto del tratamiento 75:25, pero no respecto del 
control. 
c.. 
De otro lado, por l o  que hace referencia al P, se encontraron diferencias 
.:..*: 
importantes. Siguiendo los datos contenidos en la figura 72, cabe señalar que el tratamiento , .%, 
control incrementó el valor en raíces, hojas y tallos a lo largo de todo el ensayo. Las ' 
diferencias son si&cativ?&ente importantes en todos los casos para el tratamiento 75:25, 
mientras que en el tratamiento 90: 10 esta diferencia en hojas no se observa hasta el final del 
ensayo (tabla 63). 
En relación con otros elementos, debe afirmarse que no se observa efecto de los 
tratamientos sobre la concentración de K, tal como se deduce de la figura 73 y de la tabla 
63, que recogen la evolución de este macronutriente y los valores alcanzados en el último 
muestreo, respectitramente. 
Considerando los bajos niveles de Ca encontrados en hoja en todos los tratamientos, 
en la figura 74 se observa que el incremento de la proporción de Aquamato fémco en la 
mezcla aumenta los niveles de este elemento en parte aérea, al tiempo que produce 
disminución en la zona radicular. Este dato permite indicar que mejora la movilización de 
C a  desde la raiz a la parte aérea. El tratamiento control es el que más iwrementa el Ca en 
la raíz, si bien el contenido foliar es el menor, por lo que la movilización es igualmente 
menor (tabla 63). 
Tabla 63 Anilisis de macronutnentes de plantas de pimiento al fuial del ensayo Letras diferentes en la 
misma columna denotan diferencias signif~cativas e& el tes de Duncan(a=0.05) 
Raíz Tallo Hoja 
N (R. 1 0 0 ~ '  m.%) 
Control 2.02 ab 1.23 n.s. 2.31 n.s. 
90:lO 1,97 b 1.31 2.46 
75:25 2,18 a 1.37 2.60 
Control 1.193 a 0,546 a 0,715 a 
90:lO 0,656 b 0,439 b 0,551 ab 
75:25 0.496 c 0,386 b 0,399 b 
50:50* 0,325 0,171 0,229 
K (R. 1006' m.%) 
Control 2.24n.s 4.21 n.s 2.78 n.s 
90:lO 2.36 4.34 2.73 
7525 2,23 4,38 2.50 
50:50* 3,91 4,18 3,61 
Ca (g100g.l m.s.) 
Control 0,057 n.s 0,046 b 0,088 ab 
90:lO 0,056 0,047 b 0,079 b 
75:25 0,04 1 0.056 a 0,106a 
50:50* 0,048 O, 108 0,169 
MQ (g 100g.I m.s.) 
Control 0,670 n.s. 0,480 a 0,584 n.s. 
90:lO 0,823 0.392 b 0,600 
50:50* 0,984 0,767 0,781 
- * Datos no incluidos en el tratamiento estadistico al no haber repeticiones suficientes. 
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El sustrato control mezclado a partes iguales con el Aquamato férrico es el 
tratamiento que más incrementa el contenido de Mg en parte aérea, así se recoge en la tabla 
63. Por otro lado, el aporte en raíz no presenta una tendencia uniforme. En la figura 75 que 
inicialmente el contenido de Aquamato fémco en mezcla ejerce un efecto inversamente 
proporcional sobre la concentración del macronutriente, pero al final del ensayo la tendencia 
se invierte. Comparando los tres tratamientos de los que se pudo realizar estudio estadístico 
-control, 90i10 y 75:25-, existen diferencias significativas en la concentración de este 
macronutriente en tallo al final del experimento entre el tratamiento control y los otros dos 
tratamientos ensayados, en la forma que se indica en la tabla 63. 
La incidencia de los tratamientos sobre el contenido de Fe en plantas de pimiento 
muestra dos efectos. En general, el incremento de este micronutriene en la planta es 
proporcional a la cantidad de Aquamatofemco en la mezcla control, pero la influencia de 
la dosis es diferente en función del momento de su aplicación. Como se muestra en la figura 
76. Inicialmente son los tratamientos 90:10 y 75:25 los que manifiestan un mejor 
rendimiento pero, a medida que transcurre el ensayo, el tratamiento 50:50 comienza a ser 
el más beneficioso. El resultado es que la efectividad de las proporciones 90: 10 y 75:25 es 
mayor al inicio del ensayo - primer y segundo muestreo- mientras que la dosis 50:50 
incrementa la proporción de Fe de forma más acusada, principalmente, en el segundo. Al 
final del ensayo, el  efecto de los tratamientos es menor y, en concreto, los tratamientos 
90: 10 y 75:25 no producen aporte de Fe desde el sustrato a la planta. 
Este micronutriente se trasloca desde la raíz a la planta en el primer y segundo 
muestreos respecto de los tratamientos 90: 10 y 75:25, reteniéndose, por el contrario, en el 
tallo en los dos posteriores -véansela figura 76 . Por su parte, en el tratamiento 50:50todo 
el Fe se trasloca a la hoja, de forma especial en el segundo muestreo. De dónde cabe 
deducir que el Fe es asimilado por la planta. 
Con relación a la significación estadistica en el ultimo muestreo, cuyos resultados 
se exhiben en la tabla 62, existen diferencias significativas en los contenidos de Fe en raíz 
entre la proporción 90: 10 y el tratamiento control. Además, son también significativas las 
diferencia de contenido en el tallo respecto de aquél tratamiento y el de proporción 75:25. 
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos respecto los 
contenidos de este elemento en hoja. 
Tabla 64 Análisis de micron"hientes de plantas de pimiento al fmal de l ' en~a~o~et ras  diferentes en la 
misma columna denotan diferencias signif~cativas (a=0,05) 
~ a i z  Tallo . . Hoja 
Fe ( L L R . ~ . '  m.s.) 
Control 1167b 25,37 b 67,30 n.s. 
90:lO 2311 a 25,92 b 63,97 
75:25 1439 ab. 39,27 a 73,20 
50:50* 3034 54.60 178,9 
Mh (LLa.g" m.s.) 
Control 18,l c 10,l b 32,3 b 
90:lO 37,3 b 7.08 b 31,8b 
75:25 65.8 a 21,6a 73,O a 
Cu (GK~-' m.s.) 
Control 22,95 n.s. 9,05 n.s. 20,33 b 
Zn b g g "  m.s.) 
72,40 b Control 50,50 c 12,12c 
90:lO 182,5 b 33,87 b .141,7 a 
75:25 260,7 a ' . 47,97 a 146.3 a 
50:50* 359 70,s 145 
* Datos no incluidos en el tratamiento estadistico al no haber repeticiones suficientes 
Aludiendd a un nuevo elemento, la figura 77 recoge el incremento neto en el 
contenido de Cu Ha de ponerse de manifiesto que de la experiencia se deduce que el Cu 
. . 
-se acumula en la hoja, a partir del segundo muestreo En la tabla 64 puede observarse que 
en el último muestreo se obtienen diferencias significativas entre el tratamiento 75.25 y el 
control 




. . 
Asimismo, las concentraciones de Mn y Zn sevieron claramente influidas por el 
efecto de los tratamientos. La con'centración de Mn, tanto en raíz como en tallo y hoja 
(figura 77 ), evolucionó en relación directa con el aumento en el contenido de Aquamato 
-fénico en el sustrato y disminuyó con el transcurso del ensayo. Dicho efecto es 
particularmente importante respecto de los tratamientos 75:25 y 50:50, pero es poco 
apreciable en el tratamiento 90:lO. De forma más concreta, su incidenkia es especialmente 
notable en planta completa y durante el muestreo. A partir del tercer muestreo, el 
tratamiento 90: 10'es cap& de incrementar ligeramente los contenidos de Mn en raices y 
hojas de planta de pimpiento, muestras que al final del ensayo su concentracción en raíz 
manifiesta diferencias significativas respecto el tratamiento control, como puede apreciarse 
en la tabl 64. Esto indica que, incluso, menores cantidades de Aquamato fémco en el 
sustrato control son capaces de movilizar el Mn. 
Similar situación se pude describir en cuanto al incremento de Zn en plantas de 
pimiento. Si bien los contenidos de este micronutiente evolucionaron de forma favorable, 
de acuerdo con los resultados mostrados en la figura 78, no reflejaron una tendencia 
creciente en función de la cantidad de Aquamato fémco en relación con los incrementos en 
hoja, aunque si se dan en esa proporción directa respecto del tallo y raiz. 
2.3.1.4 Influencia sobre la nutricion férrica 
La influencia de los tratamientos sobre los indices de nutrición fémca presenta 
diferente lecturas, en función de los elementos que participan en las relaciones, es decir, 
según estos sean exclusivamente Fe y Mn o si, además, se consideran el P o el K. 
La relación FeJMn para las plántulas de pimiento presenta un comportamiento 
variable y grandes oscilaciones que son descritas en la figura 80. Inicialmente, los 
tratamientos i n t e e d i o s ,  90: 10 y 75:25, presentaban la relación FefMn más elevada. En 
el segundo muestreo, este indice aumenta drásticamente en los tratamientos fémcos y en 
proporción directa a la cantidad de Aquamato fémco en la mezcla, 'siendo el tratamiento 
5050 el que mayor valor presenta. Noobstante, esta tendencia favorable no se manifiesta 
en los dos últimos muestreos. En ambos casos, el control presenta una relación F& 
mayor y en el resto de los tratamientos ésta disminuye. De lo expuesto cabe inducir que este 
índice no parece muy apropiado para evaluar el estado fémco de las plántulas de pimiento 
en las condiciones de éste ensayo, probablemente por el efecto positivo que tuvieron los 
tratamientos sobre la concentración de Mn. 
Figura 80 Relación Fe/Mn en hojas de pimientocultivadas en Almena 
Dlas de tratamiento 
Figura 81 Relación SO(IOP+K)/Fe en hojas de pimiento cultivadas h e r í a  
Un comportamiento un tanto más uniforme se refleja en la otra relación que ha sido 
estudiada, SO(lOP+K)íFe, y que se exhibe en la figura 81. El tratamiento 50:50 se revela 
como el más eficaq ya que presenta los menores valores en la relación 50(10P+K)/Fe, con 
excepción de lo apreciado en el segundo muestreo. Al final del ensayo los tres tratamientos 
s e  mostraron eficaces, evidenciando así la capacidad de estos compuestos para mejorar la 
nutrición fémca. 
2.3.1.5 Resumen de resultados 
De los resultados obtenidos en el estudio de la aplicación del Aquamato fémco 
como mezcla de sustrato a un semillero de pimiento se puede resumir que: 
*Los ensayos de germinación y desarrollo de plántulas en los primeros estadios de 
crecimiento indican que si bien pequeñas cantidades de Aquamato férrico, mezcladas con 
los sustratos utilizados tradicionalmente en cultivos intensivos, pueden favorecer, tanto la 
germinación como el posterior desarrollo de las plántulas, las proporciones elevadas pueden 
retardar la evolución de estos parámetros o incluso anularla. 
*Otro efecto encontrado, especialmente en la relación 90: 10, es el incremento del 
crecimiento radicular, especialmente en el peso fresco, lo que produce plántulas.con 
mayores portes. 
*El índice SPAD se correlaciona con el crecimiento, ya que fueron las menores 
proporciones de Aquamato fémco en la mezcla las que más favorecieron el incremento de 
este índice. Otros indicadores fisiológicos, como los carotenos y clorofilas a y b, se 
correlacionan, igualmente, con el incremento de Aquamato fémco en la mezcla. 
*Asimismo, se favorece la absorción radicular de N en proporción directa al 
incremento de Aquamato fémco. Por el contrario, los niveles de P se incrementan en las 
plántulas cultivadas en el sustrato.control. Este factor podria ser uno de los limitantes en 
el desarrollo de las plántulas crecidas sobre el sustrato 5050. Quizá por este motivo, un 
aumento de Aquamato fémco en la mezcla favorece la absorción de Ca y Mg en la parte 
aérea, sin producir acumulación en la raíz. 
*Las presencia de Aquamato f6m.w en la mezcla de sustrato supuso un incrempto 
de todos los micronutriente en hoja, tallo y raíz, a excepción delCu, que sólo se mejoró en 
. los niveles foliares. Este último micronutr¡ente,disminuyó su contenido en hoja respecto 
del resto de los tratamientos cuando se aplicacron cantidades equivalentes de Aquamato 
fémco en la mezcla de sustrato. 
.El efecto de la dosis sobre la absorción de Fe es variable en los distintos muestreos, 
incidiendo en mayor medida a corto plazo las dosis pequeñas, mientras que las elevadas lo . 
hacen a más largo plazo. 
*Es muy destacable el papel del Aquamato fémw en la nutrición del Zn, ya que este 
micronutriente que en altas cantidades puede causar problemas de toxicidad, evolucionó 
incrernentándose con la presencia del fulvato en el sustrato, sin verse afectado por las dosis 
elevadas. 
2.3.2. Experiencia con tomate 
2.3.2.1. Parametros de crecimienlo 
Entre los parámetros.valorados para describir la evolución de las plántulas de tomate 
se contabilizaron'tanto el número de plantas 
Tabla 65 Número de plantulas de tomate y como el porcentaje de germinación, factores que 
porcentaje de gennmación a los 26 dias de la 
siembra ya fueron utilizados en el ensayo de pimiento y 
PIBntulas Gemiinaci que para el caso del tomate se muestran en la 
Control 176 ns 70,48 ns tabla 65. Además, se incorporaron como 
95:s 179 7 1,60 parámetros la longitud de la raíz y de la parte 
90: 1 O 179 . 71.70 aérea, que aparecen recogidos en la tabla 66. A 
85:15 169 67.70 pesar de que el tratamiento 85:15 retardó la 
. germinación respecto los otros tres tratamientos, 
- .  
a los 26 días de la siembra no se observaron 
289 
diferencias en el número y porcentaje de germinación. 
Con objeto de evaluar la longitud de las plantas se realizaron dos tomas de muestra, 
a los 39 y 49 días del inicio. Si bien en el primer muestre0 las plántulas cultivadas sobre el 
sustrato control mostraron la mayor longitud de raiz y tallo, no se reflejaron diferencias 
significativas con relación al crecimiento radicular en aquellas que fueron tratadas con la 
mezcla 95:5. Estas diferencias aumentaron con la aplicación de los tratamientos, y a los 49 
días desde el inicio de la siembra, las bajas dosis de ~ ~ u a m a t o  fémco propiciaron e! 
crecimiento radicular y se acortaron las diferencias en el tallo. 
El retraso producido en la germinación por el tratamiento 85: 15 se manifiesta en el 
menor tamaño de las plántula, consecuencia de su menor edad. 
Tabla 66 Longitud de raiz y tallo en plántulas de tomate despuQ de 39 y 49 dias de la siembra. Letras difeontes 
.en la misma columna denotan diferencias signif1cativa5 (a=0.05) 
39 dias 49 dias 
Raiz (cm) Tallo(crn) Raiz (cm) Tallo (cm) 
Control 5.62 a 12.4 a 6.83 bc 24,5 a 
955  5,12ab 10,5 b 7.33 a 23.6 ab 
90:lO 4,92 b 9,75 c 7,08 ab 22,3 b 
85: 15 3,88 c ' 6,02 d 6.60 c 14,4 c 
2.3.2.2. índice SPAD 
La tabla 67 muestra los valores del índice SPAD para las plántulas de tomate en 
cada uno de los muestreos realizados Cabe destacar, dada la poca repercusión de los 
tratamientos sobre el índice SPAD en los ensayos descritos previamente, que en esta 
- 
ocasión todos los tratamientos incrementaron el índice SPAD respecto al control Estas 
diferencias son además estadísticamente significativas y proporcionales a las dosis aplicadas, 
alanzándose los valores mayores en las plántulas tratadas con un 15% de Aquamato fémco 
~ a b l a . 6 7  valores del indice SPAD en plhtulas de tomate en cada uno de los muestreos realizados. Letras 
diferentes en la misnia columna denotan diferencias signbcativas segun el test de Duncan ( ~ 4 . 0 5 ) .  
26 dias 29 dias 32 dias 35 dias 39 dias 44 dias <M> 
Control 37.4 c 34.5 c 32,3 c 34.6 b 34.8 c 34.0 c 34.6 c 
95:s 40.5 b 37,s b 34.9 b 36.7 b 37.1 b . 37,Ob 37.3 b 
90:lO 41.2 b 37.5 b 34,3 b 36.2 b 38.3 b 38.4 b 37.6 b 
85:15 44,2 a 39,8 a 36,6 a 39.6 a 40.4 a 40.8 a 40,3 a 
<M> Medias entre muestreos. 
2.3.2.3. Análisis mineral 
En esta experiencia no se produjeron suficientes plantas para realizar cuatro 
repeticiones por cada tratamiento, por lo que el análisis mineral sólo se pudo efectuar con 
base en una única muestra. Las figuras 82 a 88 presentan la evolución del elemento total a 
lo largo del ensayo para cada.uno de los tratamientos. Dado que es dificil obtener 
conclusiones de las diferencias sin el tratamiento estadístico, solo se consideraran fiables las 
tendencias que sean congruentes con las dosis aplicadas y los ensayos anteriores. 
Con relación al análisis de macronutrientes correspondiente a plántulas de tomate, 
los resultados obtenidps se encontraban dentro de los niveles normales, a tenor de los 
criterios de Jones y. col. (1991). Debiendo subrayarse que la utilización de  niveles de 
referencia es exclusivamente orientativa por estar realizada la experiencia con plántulas en 
lugar de con plantas adultas, por lo que no pueden ser aplicados sino con importantes 
matizaciones. 
Todos los tratamientos fueron capaces de incrementar los niveles de N respecto del 
control a lo largo del ensayo, tal y como se advierte en la figura-82 La adición de 
Aquamato fémm en la mezcla beneficia la absorción de este macronutriente, tanto en raíz 
como en parte aérea 





En cuanto al P, la figura 83 recoge la concentración en parte aérea y en raíz 
Resultados que coinciden con los obtenidos en plántulas de pimiento, siendo el control el 
que mayor valores alcanzó de este macronutriente De modo inverso, la presencia de 
Aquarnato fémco en la mezcla de sustrato aminoró la absorción de P, tanto en parte aérea 
como en raiz 
Al igual que se ha descrito en plántulas de pimiento, como indican los contenidos 
de K mostrados en la figura 84, la repercusión de los tratamientos sobre los niveles foliares 
y en raiz de este macronutriente tampoco parece en esta ocasión relevante. 
Con relación a los niveles de Ca, su evolución tanto en raíz como en la parte aérea, 
es.@ recogida en la figura 85. En ella puede observarse que la tendencia descrita por las 
plántulas de tomate al inicio'es la opuesta a la obtenida al finalizar el ensayo, y tampoco se 
corresponde con'la moskada en plántulas de pimiento. Si bien todos los tratamientos 
incrementaron la concentración de este macronutriente en parte aérea, en plántulis de 
tomate este aumento se produce en proporción inversa al porcentaje de Aquamato fémco 
utilizado en la mezcla. Por el contrario, el contenido de Ca en'raiz no aumenta. 
Al final del ensayo de tomate se confirma la tendencia descrita en las plantas d e  
p i iento  para los contenidos foliares de Mg, mientras que en los dos muestreos anteriores 
no se advierte ningún efecto digno de mención. La figura 86 muestra que al inicio del 
ensayo, tanto en raíz como en parte aérea, el control tiene concentraciones mayores de Mg 
que las obtenidas en los demás tratamientos. En todos los casos, el efecto del tratamiento 
sobre el nivel Mg, fue directamente proporcional al contenido de Aquamato férrico en la 
mezcla. En cualquier caso, respecto de los contenidos de Mg en raiz no se refleja en la 
experiencia una tendencia deiinida, a excepción de los efectos ya referidos que se producen 
en los momentos iniciales del ensayo. 
. Los contenidos foliares de los micronutrientes denotaron un comportamiento similar 
al descrito en el ensayo de pimiento. Su concentración foliar se encontraba dentro de los 
intervalos detinidos como suficientes por Jones y col. (1991), con algunas excepciones que 
se irán detallando a continuación. 
Al inicio del ensayo, el contenido de hierro foliar (figura 87) alcanzaba niveles 
elevados, que disminuyeron drásticamente al final del ensayo, especialmente en el control 
y en el tratamiento 85: 15. La tendencia se corresponde con la descrita para las plántulas de 
pimiento, resultando al final del ensayo el tratamiento 90:10 el que se manifestó más 
efectivo. Sin embargo, no se observa incremento de Fe en raíz, a excepción de lo apreciado 
en el último muestreo en el tratamiento 90: 10. 
La influencia de los tratamientos sobre la concentración de Mn en parte aérea y 
radicular es diversa en función del momento en que se realizó el muestreo. La figura 88 
muestra que los tratamientos 95:s y 90:lO incrementaron los niveles de este elemento en 
los tres muestreos realizados, tanto en parte aérea como en raiz, mientras que se observó 
una disminución de este micronutriente en la parte aérea en el tratamiento 85: 15 y en el 
control. 
Aludiendo a continuación al Cu, este elemento presentó contenidos foliares 
diferentes al final del ensayo respecto de los mostrados a su inicio, que lógicamente son 
consecuencia del efecto de los tratamientos. Los niveles de este elemento encontrados en 
los tratamientos 90: 10, 85: 15 y control superan los 50 pg.g-', que es el límite de toxicidad 
descrito por Jones y col. (1991). A medida que avanza la experiencia, esta concentración 
decrece espectacularmente a niveles considerados normales, alcanzando todos los 
tratamientos una misma concentración ha l .  En raíz la tendencia es similar, aunque en todos 
los tratamientos se constata una disminución en relación con el de control. 
Para concluir el análisis del efecto de los tratamientos sobre la nutrición de - 
micronutrientes, se comentará el caso del Zn. En todos los casos se incrementaron los 
niveles de este micronutriente respecto el control. Ahora bien, el efecto del Aquamato 
fémco en el sustrato parece depender del tiempo de duración de los tratamientos. En parte 
aérea, inicialmente se observa un incremento del metal proporcional al contenido de 
Aquamato férrico en la mezcla, que se invierte al final del ensayo. 
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2.3.2.4. Influencia en la nutrición férrica 
En este ensayo las relaciones entre elementos no mostraron una tendencia clara y 
definida En general, las adiciones de Aquamato fémco en la mezcla de sustrato no 
implicaron una mejora de la nutrición fémca de las plántulas de tomate respecto del control 
D e  hecho, la relación Fe/Mn, descrita en la figura 91, disminuyo en todos los casos, a 
excepción del primer muestre0 correspondiente a los 32 días de la siembra 
Comparativamente, se observa que inicialmente las plántulas germinadas con mezcla de 
Aquamato fénico y sustrato control presentaban un mejor estado fémco que las que habían 
crecido solamente en sustrato control No obstante, a la vista de los resultados expuestos 
no cabe extraer conclusiones precisas acerca de cuál sea la influencia producida por la 
variación de las dosis de Aquamato fémco 
Estos resultados también se mantuvieron para la relación SO(IOP+K)/Fe, recogida 
en la figura 92 Los tratamientos presentaron valores inferiores al control revelando una 
mejora en la nutrición fémca No obstante, tampoco las dosis mostraron una tendencia 
definida que permita apreciar diferencias respecto de las consecuencias de su variación 
Figura 91 ~e lac ióh  Fe/Mn en hojas de plantulas de tomate cultivadas Almería. 
.FelMn . 
Dias desde la slembra 
Figura 92 Relación SO(IOP+K)/Fe para hojas de plánhilas de tomate cultivadas en Almena 
a2 a9 
DI.. da rdo  la a lombr l  
2.3.2.4. Resumen de resultados. 
Se pueden resumir los resultados expuestos en este estudio en los siguientes puntos: 
La presencia de pequeñas cantidades de Aquamato fémco en la mezcla de sustrato 
utilizado en esta experiencia, no parece favorecer la germinación y posterior desarrollo de 
plántulas de tomate cv. Royesta, a pesar de que, se produce un incremento significativo del 
índice SPAD entre tratamientos y control, a medida que aumenta la proporción de éste 
producto en el sustrato. 
+Con relación a la concentración de macronutnentes, se favorece la absorción 
radiculk de N, y al contrario de lo que ocurría en plantas de pimiento, en esta ocasión dicho 
efecto beneficioso se mantiene en la parte aérea. También se incrementan los niveles de P 
en plántulas cultivadas en el sustrato control, pero si bien un aumento de Aquamato férrico 
en la mezcla favorece la absorción Mg en parte aérea, no ocurre lo mismo con el Ca. 
*La presencia de pequeñas cantidades de Aquamato férrico en la mezcla de sustrato 
supuso un incremento de todos los micronutrientes en parte aérea y raíz, a excepción de Cu 
que no pareció verse afectado. 
*Las relaciones entre elementos utilizadas para evaluar la eficacia de los 
tratamientos sobre la nutrición fémca indican que la existencia de Aquamato femco en la 
mezcla de sustrato mejora la asimilación de este micronutriente, aunque los índices 
empleados pueden verse muy infiuenciados por el resto de las modificaciones nutricionales 
que tienen lugar. 
2.3.3. Experiencia con pepino. 
2. 3. 3.1. indice SPAD ypigmentos fotosiniéiicos 
Los datos obtenidos para el indice SPAD y los pigmentos fotosinteticos 
correspondientes al análisis foliar de plantas de pepino, vienen dados se exponen en la tabla 
68. 
Tabla 68 Resultados obtenidos para el Indice SPAD , clorofilG a y b y carotenos en hojas de pepino cultivadas 
en invernadero comercial. Letras diferentes en una misma alumna denotan dferencias significativas según el 
test de Duncan (a=0,05). 
7 dias 28 dias 49 dias 7Odias Y 1  dias <M>* 
lndice SPAD 
Control 37,7ns 50,lns 50,3ns 46,811s 40,Sns 45,l ns 
TEt125 39,O 50,.5 49,3 . 42,s 38.8 44.0 
TE+250 37,s 48.2 48.4 45,l 4 1 3  44,3 
Clorofila a (mp 100 e.' 
Control 16411s 150ns l l lns IO6ns IOlns 126 ns 
TEt125 166 145 109 1 O5 100 127 
TEt250 152 141 108 106 102 122 
Clorofila b (mp100 R.' mf) 
Control 61,111s. 56,2ns 36,511s 41,8ns 45.011s 48,l ns 
TE+¡ 25 63,s 55,l 35.3 42,O 45.3 48,3 
TE+250 58,O 56,s 35.7 44,O 42.2 47.3 
Carotenos (mg 100 g;' mf) 
Control 61,lns 56,2 36.5 4 1,811s 45.0 42.4 ab 
TEt l2S  63,8 55,l ~. 35.3 42,O 45.3 43.8 a 
TE+250 58,O 56.5 35.7 44,O 42.0 41,7b 
con  relación a estos valores del índice SPAD, no se-observa una tendencia favorable 
a ninguno de los tratamientos, a excepción de los datos apreciados en el control cuando ya 
habian transcumdo 70 días desde el inicio de los tratamientos. Tampoco, se manifestó una 
incidencia clara en el resto de los pigmentos fotosintéticos, salvo en relación con los 
carotenos, cuya sintesis se vio favorecida con el tratamiento TE+125 a lo largo del ensayo, 
especialmente a los 49 y 91 días desde el inicio de los tratamientos. En estos dos muestreos 
este efecto es, además, estadísticamente significativo. 
2.3.3.2. Análisis mineral 
Los resultados correspondientes al análisis mineral de plantas de pepino vienen 
dadas en las tablas 69 y 70. 
A) Macronubrentes 
A diferencia de lo obtenido en los ensayos anteriores sobre tomate y pimiento, no 
existe un efecto de los tratamientos sobre la concentración de N en ninguno de los dos 
muestreos, según se recoge en la tabla 69 
Conforme a los datos de la referida tabla, en un primer momento tampoco se aprecia 
influencia de los tratamientos sobre la absorción del P No obstante, a medida que 
transcurre el ensayo se confirman la tendencia descrita para las plántulas de pimiento y 
tomate. La presencia de Aquamato fémco en la mezcla de sustrato disminuye la absorción 
de este macronutriente. 
Con relación al contenido en K, hasta el momento se habian encontrado niveles 
. . 
elevados de este macronutriente en planta no atribuibles al efecto de los tratamientos, ya -. .. 
que se presentaban igualmente en los controles. Ahora bien, en el caso del análisis foliar 
para plantas de pepino -ensayo que actualmente nos ocupa-, se aprecia un incremento 
significativo del tratamiento TE+125 que no se mantiene en el segundo muestreo, realizado 
- 
a los 91 días desde el inicio de 16s tratamientos. 
En la tabla 69, también se recogen las concentraciones foliares de Ca y Mg En el 
primer muestreo, ninguno de estos dos macronutrientes se vio afectado por el efecto de los 
tratamientos, permaneciente esta misma circunstancia en relación con el contenido de Mg 
hasta el hal del ensayo Sin embargo, al final del ensayo, la presencia de Aquamato férnco 
favoreció la absorción de Ca de forma significativa respecto los controles Este efecto es 
independiente de la dosis de producto utilizada, pues no existen diferencias significativas 
entre tratamiento's. 
Tabh 69 Concenüaciónfoliarde m~cmnulrientes (g100g-' m.s.) en planta de pepino'cultivadas en invernaderos 
tqmerciale (Almena). Letras diferentes en una misma columna denotan diferencias signif~cativas egún el test 
de Duncan (a=O,05) 
49 dias 79 dias <M>* 
N 
Control , . 4,27 n.s. ' 3,21 n.s. 
TE+125 4.27 3.42 
P 
Conlrol 0,466 n s 0,374 a 
TE+125 0,508 0,325 b 
Control 2,21 b 1,85 n.s. 2,03 b 
Control 
TE+125 
TE+250 0,724 1.24 0,979 
<m* Medias d los muestreos 
B) Micronutrientes 
La incidencia de los tratamientos sobre la absorción de micronutrientes en plantas 
de pepino no se correlaciona con lo obtenido en los ensayos vegetales descritos en plántulas 
de tomate y pimiento. En estos dos últimos supuestos, la adición de pequeñas cantidades 
de Aquamato femco a la mezcla de sustrato supuso un incremento de estos elementos 
respecto del control. De forma que dicho efecto, incluso, mejoraba a medida que transcurría 
el ensayo. 
Tabla 70 Concentraci6n foliar de mirronutrientes (mgKgl m.%) en planta de pepino cultivadas en invernaderos 
comerciales (Almena). Letras diferentes en una misma columna denotan diferencias sigdcativas según el test 
de Duncan (a=0,05) 
49 dias 91 días <M>* 
Fe 
Control 67,53 n.s 128 a 
TE+125 66,lO 81,3 b 
TE+25O 62.50 76,8 b 
Mn 
Control 123 n.s. 476 n.s. 299,7 a 
Cu 
Control 10,O n.s. 6.95 a 
Zn , 
Control 55.6 n.s 146 a 
TE+125 52,6 133 b 
TE+250 54,l 122 b 
<M> Medias de los muestreos 
En las plantas de pepino, contrariamente, no se encontraron diferencias significativas 
entre los tratamientos y el control en ninguno de los micronutrientes evaiuados a los 49 días 
de iniciarse los tratamientos. Este comportamiento se mantuvo por lo que hace alusión a 
la concentración deMn hasta que finalizó el ensayo. Momento este en el cual los controles 
incrementaron significativamente los niveles foliares de Fe, Cu y Zn. La presencia de 
' ' Aquamato fémco como sustrato o mezclado n o  produjo diferencias significativas, a 
excepción de lo apreciado respecto del Cu. Elementoéste respecto del que cabe concluir. 
que se'incrementa de forma inversamente propo-ional a las dosis de Aquamato fémco 
- - -  aplicadas a la mezcla de sustrato. 
2.3.3.4. Influencia sobre la nutrición ferrica 
Las relaciones entre elementos que describen el estado de la nutrición fémca en 
plantas de pepino se recogen en las figuras 93 y 94. Como puede observarse, la relación 
FeIMn aumenta ligeramente en el tratamiento TE+125 al inicio del ensayo, mientras que 
cuando éste finaliza, el control presenta un incremento de este índice. Estos resultados no 
se confirman, en la otra relación utilizada: 5O(lOP+K)IFe,que presenta comportamiento 
. . 
' S  
completamente diferente. Teniendo en cuenta esta circunstancia, no se puede afirmar que 
.h 
no exista un efecto deíinido sobre los niveles de Fe, como consecuencia de la aplicación de . ; 
Aquamato fémco en plantas de pepino, cultivadas en las condiciones descntas,en este 
ensayo. 
Figura 93 Relaci6n F e M  en hojasde plantas de pepino cultivadas en Almena d 
49 91 
bias de tratamiento 
Figura 94 Relación 50(10P+K)/Fe en hojas de planta de pepino cultivadas en Almena 
SO(1OWK)IFe 
49 91 
Días de tratamiento 
2.3.3.5. Producción y calidad de fnrto 
Ya se ha indicado en epígrafes anteriores el efecto de la sustancias húmicas sugerido - 
por algunos autores respecto la producción y calidad de fnito. En el presente trabajo, ha 
sido destacada esta incidencia sobr'e el cultivo de melocotón, especialmente en producción, 
ya que no se obtuvieron mejoras con relación a la calidad del mito, ni tampoco se 
manifestaron efectos positivos sobre la producción y calidad de las naranjas. A 
continuación, se expondrán los resultados obtenidos al evaluar la efectividad del Aquamato 
. . 
fémco sobre estos parámetros en cuanto a la experiencia desarrollada con pepino. 
Con este fin, se valoró la producción acumulada de fmto de pepino en gramos; 
resultados que aparecen recogidos en la figura 95. De su contenido no se deduce ningún 
efecto de los tratamientos sobre este parámetro a lo largo de la experiencia. 
Pafa evaluar la influencia de.los tratamientos sobre la calidad del futo se ñiidió, 
además, la firmeza de la pulpa, tanto en su zona pistilar,como central y peduncular; el pH 
de la misma, en la zona exterior y central; y para concluir, el porcentaje de sólidos solubles 
en grados BRIX. 
Figura 95 Producción acumulada (no de ñutos ) pepinos cultivados en 
140 , I invernadero comercial (Almeria). 
Los resultados estadísticos para los valores de la firmeza de pulpa manifiestan una 
interaccion traiamiento muestreo significativa. En la'figura 96 se exponen los valores 
medios para la firmeza de la pulpa en la zona pistilar, central y peduncular en cada uno de 
los muestreos realizados. Las mayores diferencias significativas entre tratamientos, según 
e l  test de Duncan, se encuentran en la zona pistilar. En este caso, cuatro de los ocho 
muestreos presentaron diferencias entre los tratamientos; en concreto los muestreos 
.segundo, quinto, sexto y octavo. No obstante, ninguno de'ellos define con claridad la 
influencia de los tratamientos sobre la firmeza de la pulpa en esta zona del fruto. Podría 
afirmarse 'que inicialmente, y como ya viene.revelándose a lo largo de este trabajo, las 
cantidades menores actúan con mayor rapidez que las doble. En esta ocasión, es el 
tratamiento TE+150 el más beneficioso en los tres primeros muestreos, mientras que en el 
último se manifiesta con tal carácter el tratamiento TE+250. 
Con relación a la firmeza de la pulpa en la zona central, sólo se encontraron 
diferencias en el Segundo muestreo y debidas a la acción del tratamiento TE+250. Por 
último, se debe hacer referencia a los datos procedentes del análisis para la firmeza de la 
-. 
pulpa en la zona peduncular En cuanto a este factor, se apreciaron diferencias significativas 
entre los tratamientos y el control en el quinto y octavo muestreo, siendo el tratamiento más 
efectivo el TE+250 
Figura 96 Firmeza de la pulpa en pepinos cultivados en invernadero comercial (Almena). 
. . 
Pisiihr Central Peduncular 
Días de tratamiento 
Dias de tratamiento l t ~ o n t r o l  -E-TE+lZS +TE+250 
Figura 97 pH de la pulpa en pepinos cultivados en invernadero comercial (Almena). 
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Si bien no se obtiene una respuesta directa de la aplicación de Aquamato fémco 
1 
sobre la producción de fruto, puesto que no aumenta N el número de gramos, d i  fmtos 
respecto los controles en ninguno de'los conteos realizados, si parecen beneficiar a su 
calidad, especialmente a la h e z a  de la pulpa, que si. k¡o favorecida por la presencia de 
~ ~ u a m a t o  fémco en la mezcla. Del mismo modo, se vieron beneficiados los parámetros de 
pH y el número de sólidos solubles, aunque no de forma continuada. Se encontraron casos 
excepcionales preferentemente al final del ensayo y con las dosis elevadas. 
I 
De estas consideraciones parece apropiada la util'iación del Aquamato fémco 
como sustrato orgánico en cultivos hortícolas, como alternativa a los utilizados 
tradicionalmente. 
2.4. INFLUENCIA DE LA APLICACI~N FOLIAR DEL AQUAMATO FÉRRICO 
SOBRE EL CULTIVO DE Lycopersicon esculentum Mill. var. Lydia EN 
HIDDROPONÍA. 
En el siguiente apartado ser detallarán los resultados de la aplicación foliar de un 
extracto acuoso procedente del Aquamato fémco sobre plantas de tomate cultivadas en 
condiciónes controladas. Entre sus ventajas, además del hecho de poder ser usado en 
fertirrigación, se encontraría hipotética mayor capacidad de las aplicaciones foliares para 
solventar la clorbsis fémca.'El estudio correspondiente al análisis de la vanama y la 
aplicación del test de Duncan para los datos experimentales se ecuentra en el disquete 
adjunto al ejemplar de esta memoria, ubicado en el directorio "A:Wracto". 
2.4.1 Análisis de la disolución nutritiva 
El análisis de'la disolución nutritiva permite comprender las tendencias seguidas por 
los nutnentes durante los tratamientos, así como los mecanismos de respuesta de la planta 
.frente á las posibles deficiencias que se producir. Es por tanto conveniente realizar 
medidas de pH, conductividad y contenido en Fe, e igualmente del resto de los macro y 
micronutrientes. Factores éstos cuyas relaciones con el Fe indican el estado nutricional de 
la planta frente a este último. 
24.1.1 pHy conductividad 
Las medidas de pH, mostradas en la figura 100, se realizaron en cada cambio de la 
disolución nutritiva, efectuándose tanto sobre la disolución nueva como sobre la que era 
retirada. Inicialmente todas las disol;ciones se ajustaron a pH 6,s y se adicionaron 1 ,O g de 
CaCO,, por lo que el pH inicial se incrementaba ligeramente y la disolución nutritiva se 
mantenía en condiciones alcahas, donde la planta presenta los problemas de deficiencia de 
Fe. El efecto de los tratamientos no se ve reflejado en las vanaciones de pH de la disolución 
nutritiva, a excepción de un ligero incremento - aproximadamente hasta 8 durante el primer 
muestre0 - producido por el efecto tampón del CaCO,. 
Figura 100 Medida del pH fmal de las disoluciones nutritivas para cada tratamiento y etapa del cultivo 
pH Final d e  lar DN 
De forma análoga a la medida de pH, se evaluó la conductividad eléctrica de las 
disoluciones, tanto en el la disolución de partida como en la desechada (figura 101) 
Tampoco se observan variaciones importantes debidas a los tratamientos La conductivida 
inicial era próxima a 2300 pS/cm, experimentando un descenso importante en las 
disoluciones retiradas que era atibuible a la acumulación de los nutrientes en el sustrato, 
y que se fue recuperando el agua consumida por la transpiración de las plantas a lo largo 
del ensayo La evolución de la conductividad con el tiempo es la normal en este tipo de 
ensayos, se produc-5 un descenso a medida que se desarrolla, debido al consumo de las sales 
El segundo parámetro de calidad de h t o  estudiado fue el pH de la pulpa que viene 
indicado en la figura 97. Las mayores diferencias en este valor se manifiestan respecto de 
los datos referentes al pH de la zona central, si bien tampoco se observa una tendencia 
- clara, a salvo lo observado en el primer y el último muestreo, en los que el pH más elevado 
lo presentaron aquellos h t o s  que habían sido tratados con TE+250 Aunque, ha de 
señalarse que no mostraron diferencias significativas respecto al control Sí existen, por el 
contrario, diferencias en el efecto producido según cual sea la proporcion de Aquamato 
fémco en la mezcla. 
Únicamente en un muestreo -el séptimo- los tratamientos incidieron 
significativamente sobre el valor del pH en la zona exterior de la pulpa, mostrando el 
control los valores más elevados. En esta ocasión no se manifestaron, sin embargo, 
diferencias en función de las dosis de Aquamato fémco empleadas en cada uno de los 
tratamientos. 
Figura 99 Porcentaje de sblidos solubles (grados bnx) en pulpa de pepinos cultivadas en invernadero comercial 
(Almena). 
D[as de tratamiento 
Para finalizar el estudio de calidad d e ' h t o  se midió el número de sólidos solubles 
en grados BRIX, que se encuentran referidos en la figura 99 De su examen no se obtiene 
un efecto significativo de los tratamientos sobre este parámetro Solamente parece 
destacable que en el día 59 desde el inicio de los tratamientos, correspondiente al sexto 
muestreo, el tratamiento TE+250 incrementa significativamente los grados BRIX respecto 
el TE+125. 
2.3.3.6 Resumen de resultados 
Se pueden resumir los resultados más destacables obtenidos en la aplicación de 
Aquamato fémw a plantas de pepino cultivadas en retranqueo sobre sustrato orgánico en 
los siguientes punto: 
No se madiesta una influencia del Aquamato fémco en el índice SPAD, ni en el 
resto de los pigmentos foto~inté t i~s  estudiados, a excepción de los carotenos, cuya síntesis 
se vio favorecida por la presencia en la mezcla de sustrato. 
Con relación a la mejora en la absorción de macronutnentes, no existe un efecto 
de los tratamientos sobre la concentración foliar de N, ni de Mg De otro lado, las largas 
aplicaciones de Aquamato fémco disminuyen la absorción de P, con independencia de cual 
sea la dosis utilizada, wnñrmándose la tendencia descrita en plántulas de pimiento y tomate. 
En la experiencia sobre pepino aparece una ligera incidencia sobre el contenido foliar de K, 
que se incrementa cuando las aplicaciones son a corto plazo y en pequeñas dosis Este 
efecto desaparece a medida que transcurre el tratamiento Por último, se debe indicar que 
al final del ensayo, la presencia de Aquamato fémco favoreció la absorción de Ca de forma 
significativa respecto los controles. Efecto que es independiente del uso de Aquamato 
fémco en la mezcla o como alternativa al sustrato orgánico, es decir TE+250. 
La influencia de los tratamientos sobre la absorción de rnicronutrientes en plantas 
de pepino no refleja el comportamiento descrito en plántulas de tomate y pimiento, en las 
que la adición de pequeñas cantidades de Aquamato fémco a la mezcla de sustrato 
favoreció su absorción. A excepción del nivel de Cu, que disminuyó su contenido cuando 
las plantas se cultivaron con Aquamato fémco en la mezcla de sustrato, no se observó un 
efecto sobre el resto de los micronutnentes:El cual tampow se obtuvo en las relaciones que 
describen el estado nutricional del hierro. 
. . 
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-. por la Existe una elevación de la conductividad, y por tanto una menor exportación 
de sales de la disolución nutritiva, durante el final del periodo de deficiencia y al final de los 
tratamientos. Lo que implicará una menor necesidad nutncional' de la planta, causada en el 
primer caso por la ralentización de las funciones fisológicas de la planta ante el'estado de 
deficiencia, y por lo tanto de estrés, En el segundo caso, sena conse~uenci~del  periodo de 
maduración donde las necesidades de la planta son menores. 
Figura101 Medidade la conductividad fmal (C.E. mS/cm) de las disoluciones nutritivas para cada tratamiento 
y etapa del cultivo 
. 2.4.1.2 Contenido de micronutrientes 
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Los contenidos acumulados de micronutrientes en cada tratamiento se muestran en 
las figuras 102 a 105. 
. . 
! 
I 
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Las exportaciones de  Fe (figura 102) por las plantas del testigo son 
significativamente superiores respecto de las ejercidas por tratamiento el HCDN. Después 
del periodo de deficiencia, la pendiente de la curva de exportación se incrementa como 
consecuencia de las necesidades,nutncionales de la planta, que son mayores tras la carencia 
de Fe y coincidiendo con los periodoide floración y de fructificación de las plantas. 
rtnc 
Figura102 Exportaciones de Fe por planta y para cada tratamiento. 
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Figura103 Exportaciones de Mn por planta y para cada tratamiento 
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No se observa efecto significativo de los tratamientos sobre las exportaciones de Mn 
por la planta como viene indicado en la figura 103, si bien mayor el valor se correponde con 
. . 
el tratamiento HCDN. 
Por el contrano, se manifiestan diferencias significativas entre las exportaciones de 
Cu por las plantas testigo y las tratadas foliarmente. La presencia de quelato sintético o 
humato en la disolución nutritiva facilita la absorción de Cu por el desplazamiento del Fe. 
Esta circustancia explica las menores exportaciones producidas por el tratamiento HCF. 
Para finalizar la exposición de los resultados concernientes a la exportación de 
micronutrientes por la planta, la figura 105 muestra las correspondientes al Zn. En esta 
ocasión, los valores menores coinciden con los obtenidos para las plantas testigo, mientras 
'que las aplicaciones del humato-citrato en disolución nutritiva presentaron las mayores 
exportaciones de este elemento. . . 
Debe valorarse que la tendencia manifestada en las gráficas de exportación de 
micronutrientes en cada tratamiento es la misma durante todo el ensayo, y que al final de 
- éste las plantas consiguen su madurez puesto que alcanzan los 96 dias de vida. 
2.4.2 Parámetros de crecimiento 
Con objeto devalorar la intluencia deis aplicación foliarsobre el crecimiento de 
plantas de tomate, se siguieron los criterios descritos en los anteriores ensayos biológicos 
por lo que fueron evaluadas las longitudes totales de la raíz y de la parte aérea, y el peso 
fresco y seco de las raíces, hojas, y tallos. 
. - .- 
Los resultados correspondientes al peso fresco y al peso seco para plántulas de 
tomate se exponen en las figuras 106 y 107. No se encontraron diferencias significativas N 
entre tratamientos ni entre muestreos, tras la realización de test de Duncan, aunque los dos 
tratamientos vinculados al Aquamato fémco incrementaron el peso fresco y seco de las 
plántulas de tomate respecto del tratamiento testigo. Además, en el segundo muestre0 el 
tratamiento testigo no incremento el peso total de la planta con respecto al primero mientras 
que los otros dos tratamientos sí lo aumentaron. 
Estas diferencias no son significativas dada la importante variabilidad encontrada 
en los resultados pero son especialmente destacables en el muestre0 indicado. 
Figura 106 Peso f?esco de plantas de pimiento cultivadas en invernadeero de investigación 
Peso Fresco 
Figura 107 peso seco de plantas de tomate cultivadas en invernadero de investigación 
Peso Seco- 
Ocontrol HHCDN OHCF 
Además del peso de planta, se estudió el efecto de la aplicación del Aquamato 
férrico extraído en medio básico sobre la longitud de la raíz y de la parte foliar. En esta 
ocasión, tampoco se manifestaron interacciones x tratamiento muestreo, ni se encontraron 
efectos significativos de los tratamientos como puede verse en la tabla 71. Solamente 
merece ser subrayado, que el tratamiento más efectivo para incrementar la longitud de la 
raíz fueron las aplicaciones foliares del Aquamato fémco-Citrato en disolución nutritiva y 
por contrapartida fueron las aplicaciones en la disolución nutritiva de este mismo producto 
las que más influyeron en el desarrollo de la parte aérea. 
Tabla 60 Resultados correspondientes a las medias de la longitud de raiz y parte abrea para cada tratamiento 
y muestreos. (u=0,05) 
Longitud raiz Longitud parte abrea 
1 11 <M>* 1 11 <M>* 
Fe-EDDHA 20,50 n.s. 18.50 n.s. 19,50 n.s. 64.75 n.s 63,13 n.s. 63.94 n.s. 
HCDN 19,63 18.63 19.12 65.00 65.13 65,06 
HCF 20.25 20.38 20.00 61.50 . 61.13 63.06 
<M>* Medias entre muestreos 
2.4.3. Análisis mineral 
2.4.3.1 Macronutrientes 
Los resultados coke~~ondientes al contenido total de macronutrientes en el ensayo 
de aplicación foliar de un extracto procedente del Aquamato fémco sobre plántulas de 
tomate se relacionan en la tabla 72. El análisis de la varianza pone de manifesto la ausencia 
de interacción tratamiento x muestre0 tanto en raíz, como en tallo y en hoja de plantas de 
- .  
tomate. Tan sólo se produjo efecto .significativo. de los tratamientos sobre las 
-concentracionis de N y Mg, sin apreciarse diferencias valorables en el resto de los 
elementos. 
La concentración de N decrece a lo largo del ensayo, siendo en el segundo muestreo 
cuando se alcanzan las mayores diferencias entre tratamientos fundamentalmente, en raíces 
y en hojas, momento en el cual los controles presentaron los mayores niveles de este 
elemento respecto de.los otros dos tratamientos. En raíces, los contenidos de este 
. macronutriente se incrementaron significativamente, tanto en el control y como en la 
aplicación en disolución nutritiva del humato citrato, respecto de la aplicación foliar. Con 
- referencia a la concentración de N en hoja, de nuevo, el control refleja los niveles más 
elevados y en los dos muestreos, siendo significativamente mayor respecto del tratamiento 
HCDN, pero no así con el tratamiento HCF. 
Respecto a la evolución de los macronutrientes a lo largo del ensayo, en la tabla 72 
se puede apreciar que, tanto el P como el K disminuyeron la concentración en raíces y en 
tallos durante el transcurso del experimento, Gentras que la concentración de estos dos 
elementos en hoja aumentó. En el segundo muestreo, las plantas presentaban mayor numero 
de frutos por lo que ha de tenerse en cuenta que estos piesentan como características su 
capacidad para movilizar estos nutnentes. El contenido en Ca -menta ligeramente en el 
segundo muestreo en raiz y en tallo, y en mayor medida en la hoja. 
Como ya ha sido comprobado en ensayos anteriores, la aplicación del Aquamato 
férrico influye positivamente en la absorción de Mg Este efecto es especialmente relevante 
en raíces y en tallos, y es independiente de la forma de aplicación del extracto. El aumento 
de la concentración de Mg en raiz respecto del control se manifiesta en el segundo 
muestreo, no existiendo diferencias significativas entre tratamiento en los estados iniciales 
En la tabla 73 se relacionan las concentraciones de los rnicronutrientes en los 
distintos orgános de las plantas de tomate, en los dos muestreos realizados Los 
micronutnentes presenta comportamientos similares a los que se habían observado en los 
anteriores ensayos vegetales. La interacción tratamiento x muestreo fue significativa para 
el contenido de Fe en tallo y en hoja, mientras que en esta última también lo fue la 
concentración de Zn De otro lado, no se encontró efecto significativo de los tratamientos 
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sobre los muestreos en el resto de los elementos y en los niveles de Fe en raiz. Si bien los 
tratamientos ejercieron una influencia mayor sobre el contenido en micronutrientes que la 
observada respecto de los macronutrientes. 
.. 
. . 
Tal y como describe la tabla 73, el efecto del tratamiento foliar del humato-citrato 
sobre el contenido d e - ~ e  e! las plantas de tomate se corresponde con el objetivo para el cual 
este producto ha sido diseñado, superan incluso al contenido de este micronutnenteen 
plantas tratadas con1 F ~ - E D D H A , ' ~ u ~  fue utilizado como testigo en este ensayo y es 
considerado como el quelato sintético más eficaz para la corrección de la clorosis fémca 
en suelos calizos (Wallace, 1983). 
La interacción tratamiento x muestreos no fue significativa respecto del contenido 
de Fe en raíces. Dado que si se apreció esta interacción en tallo y en hoja, los resultados se 
mostrarán de forma diferenciada para cada uno de los muestreos y en los tres casos, a fin 
de valorar el efecto de los tratamientos sobre la movilización de este micronutriente de la 
raiz a la parte aérea 
No se encontraron diferencias significativas en los contenidos en raiz a lo largo del 
ensayo, pero los valores mostrados en la tabla 73, denotan que el tratamiento foliar 
incrementó sensiblemente esta concentración a lo largo del ensayo, mientras que en el 
tratamiento control descendia. Esta apreciación es particularmente importante, pues indica 
que el Fe aplicado vía foliar se trasloca a las raíces, como consecuencia de la asimilación 
del nutriente por la planta. Con independencia de la raiz, la aplicación foliar fue la más 
eficaz para incrementar los niveles de Fe, tanto en tallo como hoja, pero los valores 
alcanzados en el segundo muestre0 rozaron los límites de la toxicidad (Jones y col, 1991). 
Hay que destacar que el efecto de la aplicación del complejo humato fémco en la 
disolución nutritiva no es equiparable al mostrado por las plantas testigo. Los niveles de Fe 
en raíz están próximos endos dos tratamientos, y a medida que transcurre el ensayo el 
tratamiento HCDN mejoran los niveles de este micronutriente en tallo, si bien no presenta 
diferencias significativas respecto del testigo en la concentración en hoja. 
Tabla 62 Contenido de mimuhientes (mgKg.' m.s) en raices, tallos y hojas para cada tratamiento y muestreo. 
Letras diferentes en una misma colun@ idican diierencias siacativas según el test de Duncan (a4.05). 
Mn h .  Fe Cu 
1 11 1 11 1 11 1 11 
Raíz 
Control 3 1711s 24811s 55,611s 60,5a 11.0 a 9,83 n.s. 25,4ab 15,9ns 
HCDN 291 291 48.6 45,7b 6.09 b 5.70 29,5a 13.9 
HCF 319 338 51,6 53,3ab 6.05 b 766.  22,Ob 13,s 
Tallo 
Control 32,5b 26,4c 55,9a S5,Oa 4.808 3.13 n.s 33.2n.s 21,jns 
HCDN 2 2 . 3 ~  33,9b 47,lb 47,3b 3,47b 2.65 27.9 19.45 
HCF 37a 5¡,7a 46,2b 45,Ob 4,30ab 2.25 29,3 20,O 
Hoja 
Control 45,Zb 50,9b lOlns 158ns 4.59a 3,20ns 2 1.5ns 5,91b 
HCDN 29,lb 29.4b 120 145 4,04ab 2.66 19.4 5,75b 
HCF 153a 344a 93.8 158 . 3.22b 3.03 20.0 13.5a 
En ;elación con el Mn, de los datos obtenidos no se deduce efecto de los 
tratamientos sobre la concentración de este elemento en hoja y en raíz, mientras que en el 
talo existen diferencias sigruficativas entre tratamientos. Cabe indicar que los niveles de Mn 
en hoja se incrementaron notablemente en el segundo muestreo, pero no se alcanzaron 
. . 
valores superiores a 250 mg.Kg-' m.s., considerados como límite de toxicidad. En tallo, se 
aprecia el antagonismo Fe/Mn, especialmente en la aplicación foliar del Aquamato femco- 
citrato y el tratamiento testigo. El primero alcanzó las mayores concentraciones de Fe y 
ahora aparece como el de menor contenido en Mn. La tendencia contraria se observa en el 
testigo. 
Finalmente, los contenidos de Cuy Zn aparecen indicados en la tabla 73. En el caso 
del Cu, de forma análoga a lo observado en el caso del Mn, los tratamientos presentan un 
menor contenido de Cu, tanto en raiz como en tallo y hoja. No obstante, a diferencia del 
Cu, el contenido de Mn en el primer muestreo es mayor que en el segundo. 
La variabilidad en el caso del Zn enire el control y los dos tratamientos hace de este 
micronutriente un caso singular. En el caso de la raiz, se absorbe mejor en el tratamiento 
humato-citrato fénico en disolución nutritiva que en la aplicación foliar, en el caso del tallo, 
no existen diferencias significativas en ningún momento del ensayo, y en el caso de la hoja, 
.. - 'es la aplicación foliar la que tiene la mayor absorción de Zn, principalmente en el segundo 
muestreo. 
En la figura 105 se indicaron las exportaciones de los micronutnentes de la 
disolución nutritiva en cada cambio. La disoluciones preparadas con Humato-citrato 
presentan concentracioneide Zn mayores que las detectadas en el resto de los tratamientos, 
como también es más elevado el consumo de este micronutriente. No es especialmente 
destacable el contenido nativo de Zn en el Aquamato fémco, como puede verse en la tabla 
6 correspondiente al análisis del producto y que se encuentra incluida en el capitulo 111 
"Caracterización de los productos", pero si se ha venido observando tanto en el ensayo 
realizado en Lleida como en los efectuados en Almena, que la presencia del Aquamato 
fémco favorece los niveles de este micronutriente. 
2.4.5 Influencia sobre la nutrición férrica 
Al igual que en los anteriores ensayos se obtuvieron las relaciones que expresan el 
estado'nutricional de las plantas de los distinos tratamientos. 
En la figura 108 se expresa la relación F M .  A la vista de los resultados se observa 
que la mayor relación viene dada por las aplicaciones foliares del complejo humato-citrato, 
tanto en el primer como en el segundo muestreo, aunque en este último, este indice se 
incremento en mayor medida. Los otros dos tratamientos tambien matuvieron la tendencia 
en los dos muestreos, presentando el control valores superiores en la relación Feh4n que 
los manifestados por el tratamiento del humato citrato en disolución nutritiva. 
Con referencia a la relación 50(10P+K)/Fe mostrada en la figura 108 y que ha sido 
objeto de estudio en los otros ensayos vegetales, la tendencia confirma este 
comportamiento. Los menores índices se reflejan en el tratamiento HCF, observándose 
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nuevamente este descenso en el segundo muestreo. Los otros dos tratamientos presentan 
valores más elevados respecto de este tratamiento, especialmente del denominado HCDN. 
Como consecuencia, se puede destacar el efecto positivo de las aplicaciones foliares 
del complejo humato-citrato sobre la nutrición ferrica de plantas de tomate cultivadas en 
hidroponia respecto de la aplicaciones en disolución nutritiva de este mismo complejo o de 
quelatos femcos de origen sintético. 
Figura 108 Relación F e m  en plántas de tomate cultivadas en invernadero de investigación 
FeMn 
............................................................. 
. . 
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...... . -.. - .. - . -- - - 
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Figura 109 Relación 50(10P+K)/Fe en plantas de tomate cultivadas en invernadero de 
investigación. 
1 E Caii~d HCDN O HCF 
tnr 
2.4.6 Resumen de  resultados. 
La aplicación foliar o en disolución nutritiva de un extracto acuoso procedente del 
Aquamato fémco y estabilizado con citrato ha influido positivamente sobre el desarrollo 
- de plantas de tomate cultivadas en sustrato inerte Este efecto ha incidido tanto sobre la 
longitud como en el peso de la parte aérea y de la raíz, mateniéndose en valores próximos 
a los encontrados en plantas tratadas con Fe-EDDHA 
No se ha observado, sin embargo una infuencia de los tratamientos sobre la 
concentración de macronutrientes, a excepción del N y M. Las aplicaciones del complejo' 
humatb-citrato en disolución nutritiva favorecieron la absorción de N por la raiz que por 
el contrario, fue menor en las aplicaciones foliares. De modo opuesto, esta última forma de 
aplicación incrementó los niveles de N en hoja. No obstante, cabe destacar que en estos dos 
casos, los niveles de N en raíz y hoja se aproximaban a los mostrados por el control. Por 
otro lado, se favoreció la absorción de Mg por la raiz y al tallo con independencia de la 
forma de aplicación. 
Con relación a los micronutrientes, la aplicación foliar del humato-citrato se 
confirma como la forma más eficaz para elevar los niveles foliares de Fe Los niveles de este 
micronutriente en raíz, en aquellas plantas que fueron tratadas foliarmente, no revelaron 
diferencias signicativas con los contenidos apreciados en aquellas que fueron tratadas con 
el Fe-EDDHA o el humato-citrato en disolución nutritiva, confirmando así que se produce 
la movilización del nutriente Además, las buenas correlaciones encontradas entre los 
índices que describen el estado de nutrición férrica inducen a pensar que el Fe aplicado vía 
foliar puede ser fisiológicamente áctivo De ahí, que deba evaluarse las dosis para evitar 
problemas derivados de la toxicidad 
Por último, se debe indicar que con la aplicación del extracto acuoso del Aquamato 
femco se favorece la absorción radicular de los micronutrientes y que estos pueden ser 
movilizados a otras partes de la planta, especialmente en el caso del Zn. 

1. ADECUACION DEL AQUAMATO FERRICO Y DEL DOLJRON COMO 
FERTILIZANTES 
Conforme a la legislación española, desde el punto de vista su aplicación, se puede 
- hablar en tenninos generales de trestipos de productos orgánicos destinados a la mejora 
del rendimiento de la planta y del suelo: enmiendas, fertilizantes y Iodos de depuradora. 
El producto utilizado en este trabajo no procede de la' depuración de aguas 
residuales, sino que es el subproducto de un tratamiento de potabilización. Desde la 
perspectiva de la normativa medioambiental, los residuos procedentes de las estaciones de 
purificación de aguas únicamente se consideran residuos tóxicos o peligrosos cuando en su 
composición presentan alguno de los elementos enumerados en la tabla 4 del Reglamento 
de desarrollo de la Ley de Residuos Tóxicos y Peligrosos, y simultáneamente concurra en 
ellos algunas de las circunstancias que se enumeran en la tabla 5 de La misma disposición 
reglamentaría. Estas circunstancias no concurren, en principio, en el subproducto utilizado 
para la realización de este trabajo, por lo que según la legislación vigente no pueden ser 
calificados como residuos. En consecuencia, su comercialiiación y uso quedará 
condicionado a que reúna las características que permitan calificarlo, bien como fertilizante, 
bien como enmienda orgánica. 
Son dos las razones en las que se sustenta la utiiiiación de este subproducto cono 
fertilizante-fémco, su alto porcentaje de materia orgánica y la presencia de elevadas 
concentraciones de hierro. Según Linehan y Sepherd (1979), las formas insolubles de la- 
materia orgánica pueden actuar como reservas de este micronutriente, pero solamente el 
Fe asociado a las formas solubles de la materia orgánica se encuentra de forma disponible 
para ser asimilado por la planta. Estas asociaciones deben ser suficientemente estables con 
el fin de permitir que el Fe se aproxime a las raíces de forma soluble, resultando por ello 
especialmente apropiadas a esta finalidad las estructuras de tipo quelato que puede producir 
la materia orgánica. 'La estructura de anillo característica de los quelatos incorpora el ion 
metálico en su interior y lo protege del ataque de agentes oxidantes y de precipitaciones. 
El Aquamato fémco puede clasificarse como complejo de Fe que por su origen se 
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aproxima a los denominados complejos de Fe naturales, aunque presenta en su composición 
otros elementos, consecuencia de los tratamientos a los que ha sido sometido, por lo que 
no puede ser considerado exclusivamente un quelato de origen natural: La existencia de 
estos elementos influye necesariamente en su efecto sobre el suelo y la nutrición de la 
planta. 
~ e b i d o  a su presentación comercial, las características de solubilidad del Aquamato 
.fémco limitan su uso en agricultura a la aplicación del fertilizante sólido al sustrato, 
excluyendo la aplicación foliar y la adición a las aguas de riego. Este condicionante resulta 
particularmente relevante para nuestro objetivo, dado que la fertimgación es un sistema 
empleado en cultivos.intensivos del sureste español, con gran trascendencia económica ya 
que permite un ahorro de agua y un mejor aprovechamiento de los fertilizantes. Lucena 
(1995) subrayó la importancia de la clorosis fémca en fertimgación como consecuencia del 
tiso de aguas y sustratos calizos, así como el escaso desarrollo de las raíces jóvenes que 
reduce la capacidad de la planta para tomar hierro. Por este motivo es necesario un aporte 
regular de'Fe en forma soluble. Aunque el Aquamato fénico sea soluble en agua, tal y como 
se presenta en el mercado no puede competir como alternativa a los quelatos sintéticos en 
fertimgación. 
Para paliar este inconveniente se ha diseñado un concentrado liquido a partir de la 
extracción alcalina del Aquamato fémco. Los resultados de su aplicación sobre plantas de 
tomate cultivadas en hidroponia de sustrato, tanto en forma foliar como añadido a la 
disolución nutritiva, han demostrado la eficacia del extracto para corregir deficiencias de 
hierro a niveles similares a los ieflejados por el Fe-EDDHA. Esto permitiría la utilización 
del Aquamato fémco en fertimgación y aplicaciones foliares, siendo estas últimas 
consideradas, en ocasiones, más eficaces que la adición al suelo (Lucena, 1990). 
Salvando estas consideraciones, la forma ordinaria de aplicación del Aquamato 
fémco será su adición al suelo mezclado con el sustrato. Por lo tanto; debe ser considerado 
..el efecto de otros iones en el suelo, especialmente los micronutrientes. El Cu forma 
.complejos muy estables con las sustancias húmicas y muy solubles, pero las cantidades de 
este elemento en el producto no son muy elevadas. Tampoco lo son los contenidos de Zn 
y Mn. Si bien el primero-forma complejos poco estables y no se retiene en suelos, es 
posible su adsorción en los óxidos de hierro, principalmente en la goethita (Pafitt y Rusell, 
, . 
1977). Con relación a los complejos de Mn con las sustancias húmicas su estabilidad 
depende de las condiciones del medio, pero el Aquamato fémco presenta un contenido' 
- poco importante. 
Los ensayos de interacción del Aquamato fémco con los diferentes materiales del - 
- suelo describen el comportamiento de los macronutnentes iónicos de forma acorde con sus 
mecanismos de adsorción y solubilización sobre estos materiales. Los numerosos grupos 
funcionales que presenta el Extracto húmico del Aquamato fémco, y que participan en los 
fenómenos de adsorción, explicarían en parte, este comportamiento. 
Según Stevenson (1994), los ácidos húmicos y fúlvicos se adsorben en la 
montmoriilonita cuando existen cationes polivalentes que participan en el intercambio iónico 
y mantiene neutralizados los grupos ácidos de la superficie de carga Como consecuencia, 
en presencia de arcillas, se retienen todos los macro y micronutnentes a excepción de los 
monovalentes K' y Na', y del Zfi . En concreto, este último se caracteriza por formar 
complejos menos estables Otro factor a destacar es que los iones se encuentran fuertemente 
retenidos y son dificilmente desplazables Tomando en cuenta estas consideraciones, se 
podria explicar el comportamiento observado por los macro y micronutrientes cuando el 
Aquamato fémco interacciona con una arcilla del tipo Montmoriiionita cálcica. Habria que 
recordar que en este ensayo se producía una retención de todos los macro y micronutrientes 
iónicos, a excepción de los mencionados K', Na' y Zn2'. 
Por lo que hace referencia al Ca2', si bien se adsorbia inicialmente a las arcillas, se .. 
s o l u b i b a  en presencia de un agente quelante fuerte a causa de la formación de complejos . 
menos estables. La interacción de los compuestos orgánicos en la superficie de los óxidos 
de Fe implica mecanismos de reacción similares a los que han sido descritos para el caso de 
las arcillas, provocarido la solubil'ición del Ca2+ y del M$. El zn2', si bien es solubilizado, 
se adsohe sobre el óxido, evitando así su disponibilidad (Parfitt y col., 1977). .A excepción 
del Ca2+ y el ZnZ' soluble, el resto de los macro y micronutnentes no se solubilizan tras la 
interacción del Aquamato fémco con el carbonato cálcico. Los elevados pHs favorecen la 
formación de los complejos metálicos con la materia orgánica decarácter muy estable, tal 
como revelan los resultados de la posterior aplicación al residuo del extractante de 
Soltanpour y Schawb (1977). 
Para finalizar, es preciso indicar que los ensayos de interacción del Aquamato 
fémco sobre un suelo agrícola, utilizado en el experimento vegetal en Valencia y un patrón 
-.de suelo, ambos con características propias de suelos calizos, no presentaron los mismos 
resultados. En el suelo de Valencia se apreció un efecto favorable a la solubilización de 
complejos insolubles y estables de los micronutrientes, a excepción del Zn, probablemente 
debido a los mecanismos anteriormente descritos en presencia de las arcillas. Mientras que 
en el patrón de suelo se favoreció la solubilización de los micronutrientes. 
La necesidad de caracterizar las sustancias húmicas con la finalidad de explicar sus 
efectos sobre la disponibilidad de los nutríentes y la movilidad de los contaminantes ha sido 
ampliamente destacada (Liehmann , Chen y Aviad, 1990; Chaney, 1994). 
Los resultados expuestos en el capítulo IV, bajo el epígrafe "Caracterización de la 
fracción'orgánica", reflejan que el Extracto húmico total del Aquamato férrico está formado 
por un fülvato fémco, que se presenta fuertemente oxidado como indica el elevado. 
porcentaje de O. La relación CM es igual a 1,67 valor que es considerado bajo según 
Steelink (1978) y que indicaria densidad de alto spin. Igualmente presenta baja relación 
E,/E,, lo que implica elevado grado de humificación y un contenido fenólico importante. 
La relación C/O está próxima a 1,43, generalmente apreciada como características de los 
ácidos fúlvicos procedentes de suelos, pero el Aquamato fémco tiene su origen en un - .. 
sistema acuático. De cualquier forma, estos parámetros deben ser considerados con cautela, 
dado que el 18% del Extracto humico total es Fe, por lo que más que un ácido, se trataría 
un sal tipo fülvato de Fe, con mayor o menor presencia de grupos hidroxilo completando 
la esfera de coordinación.del Fe. 
El espectro W-visible del Extracto húmico total muestra un pico a 280 v. Por lo 
general, l& sustancias húmicas presentan como características el incrementode absorbancia 
cuando decrece la longitud de onda. De acuerdo con Chin y co1.(1994), las transiciones 
electrónicas II-II* corresponde a sustancias fenólicas, denvados de la anilina, ácidos 
benzoicos, polienos e hidrocarburos aromáticos policíclicos que son precursores o 
componentes de las sustancias húmicas, particularmente de aquellas que proceden de 
sistemas terrestres. Estos autores observaron que el coeficiente de extinción molar a 280 
nm mostraba una buena correlación con el peso molecular y la aromaticidad de los ácidos 
fúlvicos, incluso mejor que la relación EJE,. MacCarthy y Rice (1985) sugirieron que el 
pico a 280 nm era característico de los ácidos fúlvicos y era consecuencia de la 
superposición de bandas de los grupos cromóforos. Esto indica que el extracto húmico total 
presenta un elevado carácter aromático, y con sustituciones por grupos OH, y que podría 
ser compatible con un compuesto de naturaleza fiilvica. ~ s t o  último se corrobora con el 
estudio de caracterización efectuado en la mezcla de ácidos fúlvicos obtenida a partir del 
Aquamato fémco y que se utilizó para realizar el estudio de las características ácido base. 
El espectro FTIR obtenido de la mezcla purificada, presenta caracteristicas comunes al del 
Extracto húmico total. Sin embargo se debe destacar la presencia de la banda a 1720 cm-', 
indicativa de la existencia del grupo carboniio, que no aparece en este segundo caso. Este 
hecho, asi como el incremento de las relaciones O/C e WC, refleja la presencia de grupos 
carbonilos libres, que no aparecen en presencia de cantidades elevadas de Fe como es el 
caso del Extracto húmico total. Por lo tanto se confirma que el Extracto húmico total es en 
su mayor parte un compuesto de naturaleza fúlvica donde los grupo carboniio participan 
en el enlace metálico con el Fe. 
Tanto los ácidos húmicos, como los fiilvicos actúan como polielectrolitos débiles 
en los cuales los grupos COOH controlados por el pH, afectan su habilidad para enlazar 
iones. El enlace puede influir en otras formas, tales como los cambios conformacionales de 
la molécula. 
Se tiene constancia de que la macromolécula fúlvica presenta una 6acción hidrofilica 
y una fracción hidrofóbica. La fracción hidrofóbica, muy heterogénea en puntos de 
reacción, es la que participa en la complejación de los metales (Sale y col., 1989). Los 
ensayos de cromatografia de permeación sobre gel han mostrado que el extracto húmico 
total presenta dos fracciones, una aparece a mayor peso molecular, aproximadamente a 
5000 Daltons, mientras que la segunda lo hace alrededor de 1000 Daltoos. El Fe se asocia 
principalmente a la primera fracción, mientras que la segunda similar en características 
FLIIR, es compatible con la sal del fulvato. El incremento del pH produce modificaciones 
principalmente en la fracción que lleva asociado al Fe y que presumiblemente se 
corresponde con la fracción hidrofóbica. Stevenson (1994) recoge las causas que pueden 
modiicar la solub'idad de las sustancias húmicas en presencia de cationes polivalentes que 
se pueden resumir en tres puntos. En primer lugar, la precipitación del colide húmico como 
consecuencia de la protonación y la consiguiente reducción de carga del polimero, por 
ejemplo que la molécula sea más hidrofóbica. La segunda de ellas es la formación de 
complejos hidroxilados del ion metálico a pHs elevados, con la f&mación de óxidos 
hidratados o, como cuestión última, la formación de estructuras en cadena a través de 
puentes con los iones metálicos. 
La solución del Extracto húmico en medio alcalino produjo la modificación de la 
estructura del coloide fúlvico, bien por la precipitación parcial del Fe asociado a esta 
fracción o como consecuencia de la reducción de carga del polimero Los procesos de 
retención de la fracción hidrofóbica sobre la matriz del gel, conducen a pensar que se trata 
de un cambio conformacional producido por la precipitación del hidróxido de Fe, ya que 
aproximadamente el 30% del Fe contenido en el EHT se retiene en el precipitado. La 
liberación del metal se produce en las posiciones más Iábiles, creando una diferencia de 
carga. Piccolo y col (1996) indicaron que las propiedades conformacionales de las 
sustancias húmicas en solución están gobernadas principalmente por las interacciones 
hidrofóbibicas. Según estos autores, los ácidos fiílvicos pueden comportarse como pequeños 
y estables agregados micelares en los que existen suficientes grupos funcionales para 
mantener dispersas las micelas en solución. - 
El Fe se. encuentra coordinado a los grupos carboniio, y los ensayos de 
fraccionamiento del EHT por cromatogratia de permeación sobre gel, indican la presencia 
de una fracción de Fe lábil, fácilmente modificado con la alcalinización y otro fuertemente 
retenido, asociado a compuestos con mayor carácter aromático. Este última fracción se 
adsorbe a la matriz del gel a pH elevado y es movilizado con metanol. Otro punto que se 
debe destacar es el cambio de coloración producido en la fracción adsorbida por el gel. 
. Inicialmente, era marrón y como consecuencia de la adición del metanol, viró a rosa. Este 
hecho podría indicar la presencia de Fe@), por lo tanto la fracción fuertemente retenida : 
. - presentaría posiciones ocupadas con este grado de oxidación. 
Aunque los aniones orgánicos son'normalmente repelidos por las arcillas, por efecto 
de las cargas negativas de la superficie, la adsorción de los ácidos húmicos y filvicos por 
los minerales de las arcillas (es el caso de la montmorillorha) se produce cuando los 
cationes polivalentes están presentes en el mecanismo de intercambio de complejos. Los 
complejos que forma el Aquamato femco con las arcillas son tan estables que la presencia 
de un agente quelante fuerte como el extractante utilizado en el método ~ o l t a n ~ o u r  y 
Schawb (1979) no incrementa el Fe extraible. Como consecuencia en suelos muy arcillosos 
el Fe no va a estar disponible para la planta, excluyendo otros posibles mecanismos de 
solubilización de Fe. Aunque esto no favorezca la disponibilidad del Fe, si beneficia la 
formación de agregados estables que mejoran la calidad del suelo y que aunque no afectan 
directamente al crecimiento de la planta, mejoran las características fisicas y químicas del 
suelo tales como la aireación, la penetración y retención de agua, la resistencia mecánica 
de las raíces y emergencia de los tallos. Sin embargo, para que estos efectos se produzcan 
serían necesario aplicar grandes cantidades de Aquamato fémco, que no serían rentables 
dado el precio dei producto. 
Tampoco se observó un aumento en la solubilización d e F e  en presencia de .. 
hidróxidos de Fe. Posiblemente debido a los mecanismos de adsorción en los óxidos de Fe 
equivalentes a los producidos en las arcillas, aunque en esta ocasión son atribuib1es.a 
procesos de intercambio aniónico. La segunda observación fue el incremento de Fe extraible 
tras la interacción del Aquamato femco sobre los óxidos de Fe, aunque el aumento en el 
elemento extraible suponga menos de 1% respecto del total adicionado con el fertilizante. 
Además del papel del Aquamato fémco sobre la fertilización del Ca y Mg, ya 
comentados en el Capitulo 111, bajo el epígrafe "Caracterización de los productos", deben 
tenerse en cuenta otros dos aspectos en los que estos iones inciden indirectamente. El 
primero está vinculado al proceso de tratamiento de las aguas y a la presencia de los óxidos 
de hierro en el Aquamato fémco. El segundo, está relacionado con la interacción de estos 
óxidos y las sustancias húmicas. 
- . El efecto de los iones Caz' y M ~ "  sobre la precipitación de los hidróxidos fémcos, 
durante los procesos de tratamiento de aguas, ha sido estudiado por Balpurvins y col., 
(1997). La concentración inicial de estos iones y el pH afectan directamente a la formación 
y transformación de los óxidos de Fe(IIi) originados al final del proceso, influyendo en la 
posterior solubilización de los mismos. En presencias de CI' y SO:., la femhidrita ha sido 
encontrada como la fase cinéticarnente preferente. En ausencia de iones Caz', la femhidrita 
se transforma en hematita (a-FqO,) y goethita. Por el contrario, cuando se incrementa la 
concentración de Caz+ y Mg2' se promueve la formación de la hematita a expensas de la 
goethita, al tiempo que se reduce la velocidad de transformación. 
En general, la adsorción sobre estos óxidos de Fe de las sustancias húmicas decrece 
cuando se incrementa el pH. Según Tipping (1978) la interacción se produce mediante un 
mecanismo de intercambio de ligando delos grupos aniónico con H 2 0  y el OH ' de la 
superficie de Fe-OH,' y Fe-OH respectivamente, con un incremento del grado de 
protonación de las sustancias húmicas adsorbidas. En presencia de Mg2+, Ca2+ y SO:. la 
capacidad de adsorción aumenta por la coadsorción de los iones Caz+ y Mg2+. Los procesos 
de adsorción y desorcion de los óxidos de hierro sobre la superficie de las sustancias 
húmicas deben ser considerados, porque la floculación y coagulación así como la velocidad 
de sedimentación y las interacciones con otras sustancias, afectan a la disponibilidad de este 
elemento. 
4. EFECTO DEL AQUAMATO FÉRRICO SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA 
PLANTA. 
. . 
Con relación a los efectos de las sustancias húmicas sobre la genninación y el 
desarrollo de plántulas, se sostiene que existe una fuerte respuesta a la sustancias húmicas 
a partir del estado de crecimiento. Efecto que se hace igualmente patente sobre el 
rendimiento final de la planta. 
El efecto del Aquamato fémco sobre la germinación ha sido comprobado en - 
- plántulas de tomate y pimiento, que tiene carácter positivo en un intervalo beneficioso, pero 
que a dosis elevadas puede inhibir la germinación. La naturaleza de las sustancias húmicas 
influye en la estimulación, siendo favorecida indistintamente tanto por los ácidos húmicos 
como por los ácidos fúlvicos (Smidova, 162; Dixit, 1967), aunque parece que la planta 
permite una mayor concentración de estos últimos. 
Los autores han descrito la intluencia estimulante de las sustancias húmicas en la 
iniciación de la raíz y en el crecimiento del tallo, favoreciéndose también la proliferación de 
raíces secundarias, si bien es cierto que. la rnayo'ria de los ensayos encontrados en la .. 
bibliografia en relación con el desarrollo radicular, han sido desarrollados en soluciones 
nutritivas (Sladky, 1959; Sánchez Conde y Ortega, 1968; Sánchez-Conde y col. 1972; 
Fernández, 1968; Alexandrova, 1977). Tanto la estimulación del tallo como de la raiz se ve 
favorecida en plantas de pimiento y tomate, cuando el Aquamato fémco ha sido utilizado 
en mezclas con el sustrato. Cuando las sustancias húmicas se añaden en pequeñas 
cantidades, el efecto se concentra en los estados iniciales del tratamiento, apreciándose un 
incremento en la longitud de talloy peso seco. Por su parte, las dosis elevadas ejercen una 
acción a más largo plazo, estimulando tanto el desarrollo radicular como el de la parte 
aérea, pero retardando la germinación, que pueden llegar a inhibir en casos extremos. 
Este mismo efecto sobre la elongación de la raiz y del tallo fue observado en la 
evaluación del fertilizante líquido sobre tomate cultivado e hidroponia de sustrato, y tanto . 
en las aplicaciones foliares como en las realizadas sobre disolución nutritiva Aunque en un 
principio no se manifestaron diferencias en el crecimiento de la raiz, estas aumentaron con 
el transcurso de los tratamientos, mientras que inicialmente se producía incremento en la 
parte aérea. 
Otro efecto sobre el crecimiento que ha sido observado en este estudio es el 
incremento producido en los brotes y hojas nuevas de plantones de cítricos, 'cuando son 
cultivados en invernadero de investigación y condiciones controladas.. El incremento de 
brotes, consecuencia de los tratamientos con Aquamato fémco, no es atribuible 
exclusivamente a la mejora en la nutrición mineral, ya que fueron las-aplicaciones con 
quelatos sintéticos la que más la favorecieron. Sin embargo, si pueden explicar el aumento 
del número de hojas pues no se reflejaron diferencias significativas entre los dos 
tratamientos, 
La incidencia de la genninación y los efectos iniciales de estimulación del tallo 
también podrían ser explicados sobre la base de la existencia de sustancias promotoras del 
crecimiento asociadas a la fracción ñílvica. Éstas pueden afectar al crecimiento de la planta 
en bajas concentraciones y entre ellos destacan las fitoquelatinas. De acuerdo con Flaig 
(1965) la acción de los compuestos fisiológicamente activos depende de las condiciones 
medioambientales: luz, temperatura, agua, presión del oxígeno y de la disponibilidad de los 
nutrientes. Una de las teorias apuntadas es que estas sustancias son las responsables del 
,efecto sobre el incremento de la producción, cuando las condiciones son muy propicias para 
el crecimiento de la planta (Stevenson, 1994). Piccolo col., (1992) demostraron que la 
fracción más efectiva para promover la actividad hormonal en eldesarrollo de plantas de 
berro y lechuga presentaba el menor tamaño molecular y el mayor contenido en gmpos 
funcionales ácidos, mientras que los contenidos alifáticos y aromáticos no parecían ejercer 
ninguna influencia. 
Dentro de los constituyentes de las sustancias humicas, deben ser considerados los 
compuestos de naturaleza lipídica, tales como los ácidos orgánicos y esteroles de bajo peso 
molecular, que están presentes en pequeiías cantidades, pero son fisiológicamente muy 
activos. Su principal propiedad es que son solubles en varios disolventes orgánicos, 
principalmente en metano1 y etanól (Rice y MacCarthy, 1982). Su interés estriba en el hecho 
, de que algunos de estos compuestos puede inhibir el crecimiento de la planta,,mientras que - 
otros pueden actuar como hormonas de crecimiento. La acumulación de Iípidos ha sido 
considerada una de las principales causas de la fatiga del suelo (Stevenson, 1994) y entre 
las sustancias que presenta carácter fitotóxiw se citan los ácidos fenólicos - y ácidos 
' orgánicos (Moje, 1966). Estos compuestos generalmente se encuentran en bajas 
:. concentraciones en los suelos agrícolas normales. Los procesos de descomposición de 
- .  
residuos orgánicos o su excreción por las raíces de las plantas pueden incrementar sus 
niveles, favoreciéndose su acumulación y ejerciéndose el efecto fitotóxico descrito. La 
utilización'demezclas'con alto contenido en ~ ~ u a m a t o - f é m c o  p dría favorecer la 
acumulación de estos compuestos, dado el caracter ligeramente ácido de la mezcla y la 
- - presencia de compuestos lipidicos en el Aquamato fémco, lo que podría darlugar a la . 
inhibición de la germinación. 
Los compuestos lipídicos pueden presentarse asociados al resto de los 
constituyentes orgánicos que forman el extracto húmico total, por lo que pueden resultar 
insolubles a los disolventes usuales, pero pueden ser aislados mediante cromatografia de 
adsorción y posterior elución con metanol. La presencia de asociaciones de Fe con 
compuestos de naturaleza lipidica en el Extracto húmico total podna explicar la 
estimulación observada en la germinación y en el crecimiento del tallo a corto plazo, dado 
que se coiresponde más a un efecto hormonal que a un efecto sobre la nutrición mineral. 
.; 
5. EFECTO DEL AQUAMATO FÉRRICO SOBRE LA NUTRICION MINERAL. 
r: 
El Aquamato fémco es también susceptible de ser utilizado como ,corrector de '"2 
micronutrientes, y si bien sus contenidos en origen'de Ca y Mg no son muy elevados, si 
.. $ 
están fácilmente disponibles, por lo que es posible sostener que afectarán directamente a la 
nutrición de la planta. Un comportamiento análogo ha sido descrito para los 
micronutrientes, especialmente en el caso del Zn, por lo que también cabe atribuir al 
Aquamato fémco este efecto beneficioso sobre los micronutrientes de la planta. 
El aumento en el crecimiento de la planta tratadas con sustancias húmicas ha sido : ' 
asociado comúnmente a la mejora en la absorción de macronutrientes, aunque parece que . 
los resultados no indican que la acumulación de nutrientes en planta se correlacione con su 
contenido en las sustancias húmicas @avis y col., 1994). No se enctientra en labibliografia 
un criterio unánime a excepción del supuesto de aquellos cationes que pueden formar 
complejos con las sustancias húmicas como el Caz+ y M$. La absorción de estos iones 
estará influida tanto por las características del suelo y la naturaleza de las sustancias 
húmicas adicionadas, como por las del sistema radicular de la planta (Gaur, 1964; Sánchez- 
Conde y Ortega, 1968; Dormaar, 1975; Davis, 1994). Otro elemento que se puede ver 
afectado es el P, debido a la acción de solubilización de los fosfatos, e incluso el nitrógeno 
que también participa en la composición de las sustancias húmicas (Stevenson y He, 1990). 
Ayuso y col. (1996) mostraron que la aplicación de sustancias húmicas favorecía la 
absorción de nutrientes (N, P, K). En bajas dosis estas sustancias estimulaban la absorción 
de N, mientras que en dosis elevadas la aminoraban. El P manifestaba, sin embargo, la 
tendencia opuesta. 
Dada la naturaleza el Aquamato fémco y del Doliron, su acción se ejercerá 
principalmente sobre la absorción de Caz' y MgZ'. No obstante las características químicas 
del sustrato pueden afectar a la disponibilidad de cualquiera de los macronutrientes como 
ya se ha indicado en el estudio de interacción cón los materiales del suelo. 
Los ensayos vegetales efectuados en,Citrus y Prunnuspersica han confirmado el 
efecto favorable del Aquamato fémco ydel Doliron, respecto de la absorción de Caz' y 
MgZ', incluso en presencia de contenidos foliares de K' elevados. A efectos de utilizar el ' . 
Aquamato férrico como corrector de deficiencias, mezclado con sustratos orgánicos en 
cultivos extensivos, es interesante el empleo de bajas proporciones de éste producto en la 
mezcla. Los ensayos sobre Capsicztm annuun y Licopersicon esculenfum Mill revelan la 
retención de Caz' en el sustrato, debido a la formación de complejos estables, aminorando 
su disponibilidad para la planta. Esto no afecta al Mg2', cuya asimilación se ve 
contrariamente favorecida. La influencia del Aquamato fémco y del Doliron sobre la 
nutrición del Caz+ y Mg2' tiene más relación con los procesos de solubilización de los óxidos 
de hierro presentes en los mismos, que con el efecto de las sustancias húmicas sobre la 
absorción de macronutnentes descritos por Chen y Aviad (1990). Como se ha mencionado 
- anteriormente, los iones Caz' y M$ son coadsorbidos con los óxidos de hierro en el 
proceso de potabilización del agua (Balpurvins yco1.,1997), y pueden ser liberados a pHs - .. 
elevados, caso de los.suelos de Valencia y Lleida, cuando la adsorción de los óxidos de Fe 
sobre las sustancias húmicas decrece (Tipping, 1978). De esta forma quedarían disponibles 
para ser utilizados por la planta. 
La presencia de cantidades elevadas de Fe3' en el Aquamato fémco facilita así la 
formación de fosfatos fémws insolubles. Como consecuencia, el aumento de la proporción . ' 
de Aquamato férrico en la mezcla de sustrato, en las condiciones descritas en los ensayos 
de Almería, no prppicia la asimilación de ~ . ~ o r  la planta, tal como se ha demostrado en los 
cultivos.sobre Capsicum annuun, Licopersicon esnrlentum Mill y Cucumis sativus. 
. - 
Una de las utilizaciones más generalizada de las sustancias húmicas es su aplicación 
como correctores de micronutrientes, aprovechando su capacidad quelante. A excepción 
del Fe, al que aludiremos en el punto siguiente, el Aquamato fémco y el Doliron han 
mostrado su eficacia para mejorar los niveles de Zn2+ en todos los experimentos realizados. 
Asimismo, los contenidos en Cu y Mn variaron según las condiciones de cultivo, aunque 
en ningún caso llegaron a alcanzar niveles tóxicos. 
La carencia de Zn suele manifestarse en suelos calizos donde este metal se halla 
insoluble (no asimilable) y en suelos ácidos donde el Zn, entonces, muy móvil es lavado en 
profundidad. Esta deficiencia, al igual que ocurre con la clorosis fémca, es muy frecuente 
en Ciirirs y Prunnus persica cultivados en zonas de importancia agrícola tales como el 
sureste y nordeste español, donde se encuentran localizadas las provincias de ~a lenc ia  y
  leida y produce efectos sobre los cultivos similares a los descritos para la deficiencia de 
hierro. Por lo tanto este efectoes muy valorable y beneficioso. 
El incremento observado sobre peso seco de la hoja y sobre la producción en las 
aplicaciones de Fe-EDDHA sobre melocotonero, puede ser atribuido a la mejora del estado 
fénico aunque, de acuerdo con Casero (1985), los niveles de Zn2', ca2' y ~ g ~ '  deben ser 
considerados en la mejora de la nutrición de Prunnuspersrca vr Sudanell 
6. EFECTO SOBRE LA NUTRICIÓN FÉRRICA 
El hierro ha sido el micronutriente más estudiado en los trabajos dedicados a la 
eficacia de las sustancias húmicas como correctores de micronutrientes. Estos se remontan 
a 1932, cuando Burk y col, demostraron la capacidad de las sustancias húmicas para aportar 
- Fe a plantas cultivadas en solución nutritiva con contenidos elevados de fósforo y pH 
alcalino. Desde entonces, los estudios se han concentrado en convertir estas sustancias en 
alternativa a los quelatos sintéticos más eficaces, pero también más caros. 
El inconveniente que se ha encontrado en la utilización de las sustancias húmicas 
como correctores de las deficiencias de Fe, ha sido la baja estabilidad de los complejos 
ferro- húmicos que dificulta la asimilación de Fe por la planta (Lucena, 1990), a través de 
los mecanismos normales de solubilización y absorción de micronutrientes, desde los 
complejos a la superficie de las raíces (Marschner y col, 1985). La solubilidad de las 
eacciones de la materia orgánica es un factor importante para determinar si se potencia O 
se inhibe la asúiulacion de Fe. Claramente, las bajas concentraciones de compuestos solubles 
de la sustancias húmicas con Fe, Cu, Zn y Mn podrían estimular la absorción por las plantas, 
y de esta forma mejorar el estado nutricional de éstas (Rauthan y Schnitzer, 1981) La 
mayor parte de la materia organica en suelo se presenta en formas insolubles, mientras que 
sólo pequeñas cantidades se encuentran en disolución Las formas insolubles pueden actuar 
como reservas de Fe, pero solamente los micronutrientes asociados a la materia orgánica 
soluble estarán disponibles para ser utilizadas por la planta (Linehan y Shepherd, 1979) 
Los resultados de la aplicación de Aquamato fémco en suelos calizos, ion el fin de 
suministrar Fe a cultivos de Citrt~s y Prtrrrtrs persica, han mostrado la capacidad de 
incrementar los contenidos foliares de este micronutriente a niveles próximos a los de los 
quelatos sintéticos, pero en ningún caso los han superado. La iníluencia de estos ' 
tratamientos sobre las relaciones entre nutrientes, que caracterizan la nutrición fémca 
manifiestan, sin embargo que tratamientos tales como las dosis dobles de Doliron han 
beneficiado el estado fémco de Citrus cultivados en las condiciones experimentales de 
Bétera (Valencia), aún con contenidos toales de Fe foliar bajos. En esta ocasión, la medida 
del índice SPAD mostraba resultados próximos a los obtenidos para las aplicaciones de los 
quelatos sintéticos, lo que induce a pensar que se trata de Fe fisiológicamente activo. Las 
aplicaciones más eficaces sobre melocotón fueron aquellas donde participaban los quelatos 
- .  
sintéticos, aunque se consiguieron resultados próximos con los tratamientos de las dosis 
normales de Aquamato femco. 
Estos resultados si bien confirman la capacidad del Aquamato fémco del Doliron 
para suministrar Fe a la planta en las condiciones de cultivo, no muestran su eficacia para 
corregir.la clorosis fémca. Esto es esencialmente notorio en el cultivo de melocotón, donde 
todos los árboles mostraron síntomas de clorosis a excepción de aquellos tratados con el 
quelato sintético. Las dosis dobles de los humatos reflejaron niveles de Fe similares los de 
' los controles y,.si bien las dosis normales incrementaron el contenido foliar de este 
- bioelemento, no fue suficiente para suplir los requerimientos de la planta. En el caso del 
Doliron, la asimilación del metal se piodujo de forma tan lenta que no era suficiente para . 
paliar el problema. 
La obtención de concentrados líquidos basados en los complejos organometálicos 
asimilables, derivados de los acidos fiilvicos y húmicos, parece ser una alternativa más 
eficaz a la aplicación de complejos metalo-íülvicos al suelo (Alexander, 1988; García-Mina, 
1994). Según Alexander (1988) cualquier método que utilice una sal alcalina de un humato 
metálico en combiación con aditivos, para incrementar el efecto sinérgico de los humatos, 
podría producir humatos líquidos útiles en agricultura. Si la sal alcalina fuera la de un 
fulvato fémco, soluble en medios alcalinos, podría ser capaz de corregir la clorosis fémca. 
Los estudios de FTIR han mostrado que' el Fe asociado a la materia orgánica lo está a 
compuestos de tipo fiilvico, estables en solución alcalina que adecuadamente estabilizados, 
podrían ser utilizados como concentrados hüinicos. Entre las ventajas deestos concentrados 
líquidos se encuentra su posible aplicación en fertimgación y vía foliar. 
La aplicación foliar del concentrado obtenido a partir de la estabilización de la sal 
alcalina con ácido cítrico, resultó eficaz para corregir estados severos de deficiencia fémca 
en plantas de tomate cultivadas en sustrato inerte. Las plantas de tomate respondieron de 
forma rápida a la aplicaciones vía foliar, manteniéndose los niveles de  Fe total en planta en 
concentraciones similares a las mostradas por el quelato sintético. La traslocacion de este ,7 
elemento de la parte aérea a la raíz revela su asimilación por parte de la planta, planteándose 
como una alternativa más eficaz que la aplicación directa al suelo de los productos sólidos. 
Los ensayos vegetales realizados en invernaderos comerciales en Almena, 
mostraron la incidencia de la proporción deAquamato fémco en una mezcla de sustratos. 
Los resultados de contenido de Fe en plantas de pimento y tomate, muestran que a medida 
que aumenta la proporción de Aquamato fémco en la mezcla, la cantidad de Fe en raíz 
disminuye, pero aumenta la de tallo y hoja. Mientras, en plantas de pimiento disminuía el 
contenido de Fe foliar a medida que se incrementaba la proporción de Aquamato fémco en 
la mezcla. 
El incremento de Aquamato fémco en la mezcla implica un aumento en la cantidad 
de Fe, tanto quelado como de ligando libre. Cuando las concentraciones de Aquamato 
fémco son pequeiías, en principio, el incremento de la concentración de ligando produce 
incrementos en la concentración de Fe quelado capaz de disociarse rápidamente para 
remplazar el Fe absorbido por la planta. La absorción seria máxima a la concentración de 
ligando resultate en la complejación de todo el Fe presente o todas las posiciones Iábiles. 
Cuando existe mucho Aquamato férrico libre, también lo hace la cantidad de agente 
quelante, y como consecuencia aumenta el numero de gmpos carboxilicos libre que 
evitanan la absorción el Fe. 
7. MODELO DE ACTUACIÓN DEL AQUAMATO FÉRRICO SOBRE LA 
.NUTRICI~N MINERAL. 
De lo apuntado anteriormente en relación con el efecto del Aquamato fémco sobre 
la nutrición mineral de la planta, cabe deducir y formular un modo de actuación de este 
producto. Uno de los factores que más se debe controlar en sus aplicaciones en suelo es la 
presencia de altos contenidos de P, elemento éste habitual en suelos españoles. Los óxidos 
de hierro que participan en la composición del Aquamato fémco facilitan la solubilización 
de los fosfatos fémcos y, como consecuencia, se produce la liberación del Zn. Este 
elemento inicialmente se encontraba absorbido en la superficie del óxido y queda así 
disponible para ser asimilado por la planta. Si bien la deficiencia del Zn puede ocasionar 
problemas fisiológicos, no es menos cierto que, en estas condiciones, pueden llegar a 
alcanzarse niveles de toxicidad. - 
Ahora bien, cuando las concentraciones de P son bajas o los pHs son elevados, se 
produce la precipitación del fosfato. Al tiempo, .el Ca y el Mg, que se encuentran 
coabsorbidos en el oxido de Fe, pueden ser liberados y, del mismo modo, este efecto se 
producirá en el Zn. 
En consecuencia, es posible afirmar, a la vista de los resultados obtenidos, que los 
efectos del Aquamato fémco y del Doliron respecto de la nutrición mineral no cabe 
atribuirlo exclusivamente a la iniluencia de las sustancias húmicas sobre la absorción de 
nutnentes, sino también, y no en menor medida, con los procesos de solubilización de los 
óxidos de hierro que aquéllos contienen aquéllos. 
VIII. CONCLUSIONES 
De lo expuesto en la presente Memoria, tras la realización de los ensayos descritos 
y con base en la discusión contenida en el capitulo anterior, cabe deducir las siguientes 
conclusiones 
. - 1. La eficacia del Aquamato f é m ~  como fenilizante de hierro se debe principalmente, 
en el caso de los materiales edafiws ensayados en esta memoria, a la interacción de 
este producto con los óxidos fémcos. Tanto las arcillas como el carbonato cálcico 
limitan la capacidad del Aquamato fémco para incrementar los niveles de Fe soluble 
y disponible. Si bien dicha capacidad es anulada siempre que existan óxidos de 
hierro en el suelo. 
Independiente de la naturaleza del material, en todos los casos se aprecia un efecto 
favorable a la @rmación de especies solubles de Zn, salvo cuando la presencia en 
el suelo de elevados contenidos de óxidos férricos favorece la adsorción de este 
catión en su superficie. 
2. Respecto de la capacidad del Doliron como fertilizante fémco, también cabe 
atribuirla a la interacción de éste producto con los óxidos férricos. Ahora bien, en 
este caso, los elevados contenidos de arcillas, tipo Montmorillonita, disminuyen la 
formación de especies solubles, circunstancia ésta que no se aprecia en presencia de 
Carbonato cálcico. Sin embargo, la existencia de estos dos materiales no disminuye 
la fracción de metal disponible. 
Además del efecto sobre el Zn se revela la efectividad de este producto para 
incrementar las especies solubles y disponibles de Mg Este hecho es debido a los, 
elevados contenidos nativos de este elemento consecuencia de la modificación de 
Doliron con Dolomita 
3 .  La caracterización del Extracto húmico total del Aquamato fémco indica que se 
trata de un filvato fémco, con el ion Fe ocupando diferentes entornos y como 
consecuencia diferente grado de interacción con la materia orgánica. Los espectros . .
de FTIR confirmaron que el grupo carboniio participa en el enlace del metal, 
mientras que los ensayos de permeación sobre gel mostraron que el metal se asocia 
a la &acción hidrofóbica de estos ácidos. Como consecuencia de las modificaciones 
del pH se libera el metal asociado a las posiciones más Iábiles, pero se mantiene el 
Fe más fuertemente retenido. Esta última fracción aislable en medio básico y 
metano1 - lo que confirma su naturaleza- podría actuar como promotora del 
crecimiento. Los estudios ácido base de la mezcla de ácidos fúlvicos obtenidos a 
partir del Aquamato fémco revelaron una mayor densidad de gmpos funcionales 
ácidos carbonilos, respecto a los fenólicos. Por último, los ensayos de especiación 
indican la existencia de Fe@) en el extractohúmico total, aunque la mayor parte de 
este metal se presenta como Fe(II1). 
Todas estas características indican que el Aquamato fémco, además de poder ser 
utilizado' como quelato natural de Fe, presenta una fracción orgánica muy activa 
desde el punto de vista fisiológico de la planta. 
4. Se observa un efecto del ~ q u a m a t o  fémco sobre la germinación y el peso seco de 
la hoja, no atribuible exclusivamente a la nutrición, que cabe entender causado por 
el efecto estimulador de la fracción de menor peso molecular. Este efecto es 
propiciado por las dosis bajas y se concentra en la estimulación de la longitud del 
tallo y del peso seco. Puede ser atribuida a las sustancias de naturaleza lipidica, 
consideradas promotoras del crecimiento, y que en elevadas cantidades ejercen un 
efecto fitotóxico. Además, existe un segundo efecto, observado a medida que 
transcurre el tratamiento, se proyecta principalmente sobre el desarrollo radicular 
y, también, en un incremento del desarrollo de la parte aérea: El desarrollo radicular 
beneficia la asimilación de macronutrientes de naturaleza catiónica, especialmente 
Caz' y Mg2', y que permite un mejor balance nutncional. 
6 .  A excepción de plantas de pepino cultivadas en invernadero comercial sobre 
sustrato orgánico, el Aquamato fémco ha mejorado la asimilación de Zn en el resto 
de los materiales vegetales ensayados. 
7. En condiciones de extrema insuficiencia de Fe estos quelatos naturales no dan lugar 
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a incrementos del nivel de Fe equivalentes a los que son consecuencia de la 
aplicación de los quelatos sintéticos, aunque si dan origen a producciones iguales 
e incluso superiores a las que se obtienen mediante la aplicación de aquéllos, como 
consecuencia de la mejora ocasionada en el balance nu&cional. ~ e s u l t a ,  por tanto, 
posible su utilización en tales condiciones como alternativa a los quelatos sintéticos. 
8. Desde el punto de vista de su eficacia como fertilizante femco, la utilización de un 
extracto acuoso, adecuadamente estabilizado y aplicado preferentemente vía foliar, 
se periila como alternativa clara a la utilización de quelatos sintéticos. 
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ANEXO 1 
' Tabla 1. Concentración de micronutnentes solubles (mg.L-1) 
en el extractodel ensayo de interacción del Aquamato femco 
con los materiales del suelo. 
Fe Blancos 
Patrón de suelo 0,048 0,461 0,705 0,927 
Mont 0,458 0,359 0,345 0,272 
- 
Ac Húmico 116,72 91,12 98.08 94,6 
Fe(OH)3 0,327 0,271 0,07 0,032 
CaC03 0,02 0,032 0,008 0,025 
Valencia 0.04 0,027 0,036 0.054 
Cu 
Patrón de Suelo 0,089 0,047 0.05 0,052 
Mont 0.007 0,018 0,017 0,012 
Ac Húmico 0.1 13 0,084 0,127 . 0,176 
Fe(OH)3 -0.002 0,004 -0,001 -0,001 
CaC03 O 0,004 0,007 0.002 
Valencia 0,005 0,006 0,007 0.004 
Mn 
Patrón de suelo ' 0.166 0,04 0.047 0,W 
Mont 0.025 0,015 0,013 0,Ol 
Ac Húrnico 0.218 0.262 0.177 0.209 
Fe(OH)3 0.012 0,004 O 0.002 
CaC03 0,007 0,013 0,013 0.009 
Valencia 0,014 0,013 0,015 0,026 
Zn 
Patrón de suelo 0,368 0,263 0,269 0,206 
Mont 0.049 0,065 0,078 0,067 
Ac Húmico 0,042 0,575 0,851 0,756 
Fe(OH)3 .0,012 0.045 0.036 0.039 
CaC03 0,019 . 0.028' 0.043 0.024 
Valencia 0,043 0,023 . 0,045 . . 0,031 
Tabla 11. Concentración de macronutrientes solubles (rng.L-1) 
en el extractodel obtenido tras el ensayo de interacción del 
Aquamato fémco con los materiales del suelo. 
Ca Blancos 
Patrón de suelo 25.9 26,7 31,2 33,8 
Mont 6.7 6,l 7,7 6,s 
Ac Húmico 50,7 55,6 38.7 4 1 ,.l 
Fe(OH)3 0.1 0,6 0,8 23.8 
CaC03 5,5 100,7 70.3 78.6 
Valencia 76,2 90,9 126.7 184 
Mg 
Patrón de suelo 
Mont 
Ac Húmico 
Fe(OH)3 
CaC03 
Valencia 
K 
Patrón de suelo 
Mont 
Ac Húmico 
Fe(OH)3 
CaC03 
Valencia 
Na 
Patrón de suelo 141 126 162 177 
Mont 19,7 56,4 57,4 63,8 
Ac Húmico 406 532 291 389 
Fe(OH)3 7,6 17,9 16,5 16,8 
Caco3 7,7 7.7 6.6 7,9 
Valencia 6,8 8,3 8,2 8.3 
Tabla iIi. ~oncentrac ion de micronutnentes solubles (mgL-1) 
en el extractodel ensayo de interacción del Dol i ron con los 
materiales del suelo. 
Fe Blancos 
Patrón de suelo 0,048 0,402 0,601 1,044 
Mont 0.458 0.051 0,032 0,063 
- Ac Húmico 116,72 287,55 159,36 107.04 
Fe(OH)3 0,327' 0,103 0,07 0,528 
CaC03 0,02 0.021 0,017 0,028 
Valencia 0,04 0,552 0,432 0.35 
Cu 
Patrón de suelo . 0,089 0,006 0.005 0.064 
Suelo art 
Mont 0,007 -0,001 0,003 -0,001 
Ac Húmico 0,113 ' 0,087 0.045 0,095 
Fe(OH)3 -0,002 0,004 0,001 0.002 
CaC03 O 0,002 -0,003 . -0,001 
Valencia 0,005 0,019 0.01 3 0,015 
Mn 
Patrón de suelo 0,166 ' 0,027. 0,05 0.24 
Mont 0.025 0.01 0,03 0,028 
Ac Húmico 0,218 0,199 0.105 0.125 
Fe(OH)3 0,012 0,006 0,011 0.019 
CaC03 0.007 0.017 0,024 0,024 
Valencia 0,014 0,111 0.078 0.118 
Zn 
Patrón de suelo 0,368 0,031 0.025 0.363 
Mont 0,049 0.035 0,041 0,039 
Ac Húmico 0,042 0,323 0,715 0,691 
Fe(OH)3 0,012 0,03 0,03 0.014 
CaC03 0,019 0.044 0,029 0,146 
Valencia 0,043 0,067 0,048 0,042 

Tabla V. Concentración de micronutnentes extraibles (mgL-1) 
tras la aplicación de extractante~oltam~our al Aquamato férrico. 
Blancos 
' Fe 
Patrón de suelo 12,64 17 12,77 14,885 
Mont 0,46 1,045 0,75 2.05 
- Ac Húmico 
Fe(OH)3 33,18 '34.1 2 35,58 28.12 
. ' CaC03 0,33 0,52 2,92 0.86 
Valencia 3,1 1,69 1.89 3,03 
Cu 
Suelo art . 
Mont 
Ac Húmico 
Fe(OH)3 
CaC03 
Valencia 
Patrón de suelo 
Mont 
Ac Húmico 
Fe(OH)3 
CaC03 
Valencia 
Zn 
Patrón de suelo 1,281 1,822 1,166 4.203 
Mont 0,191 0.22 0,303 0,243 
Ac Húmico 0.303 0.324 0,417 0,397 
Fe(OH)3 0,273 0,222 0,245 0.227 
CaC03 0,135 0,191 0,157 0,137 
Valencia 0,546 0.433 0.783 0.622 
Tabla m. Concentración de macronutrientes extraibles (mgL-1) 
tras la aplicación de extractante Soltampour al Aquamato fémco. 
Ca Blancos 
Patrón de suelo 167 160.7 161,3 148,s 
Mont 156,2 142,3 127.1 148.4 
Ac Húrnico 141,2 241.2 207,8 224.5 
Fe(OH)3 12.4 16,7 29,l 26,2 
CaC03 166 250,2 171,8 172,2 
Valencia 195,2 161,l 151 175.4 
Mg 
Patrón de suelo 26,2 27,s 18,4 39 
Mont 63 64 46 67,s 
Ac Húrnico 5.7 6.7 7,4 7,05 
Fe(OH)3 2, l  ' 2 3  3,7 3 
Caco3 0 3  1 1 2  1,2 
Valencia 20.2 11 9,6 17,2 
K 
Patrón de suelo 10,6 16.5 . 1'1.4 24,8 
Mont 4.6 7.7 12 8.3, 
Ac Húrnico 2.7 7 6 3  6.9 
Fe(OH)3 -0,6 0,8 0.4 0.9 
Caco3 0,l 0,6 0;l 0.3 
Valencia 65.7 35,3 44,7 53.2 
Na 
Patrón de suelo 51.6 61 ,S 44.9 53,2 
Mont 50,9 39,6 31.8 39,s 
Ac Húrnico 333,s 332,s 432.5 382,s 
Fe(OH)3 7,2 6.8 7,3 6.7 
CaC03 5.5 5 2  5.3 5,6 . 
Valencia 7,s 6;l 6.1 7 2  
Tabla VII. Concentración de micronutrientes extraibles (mg.L-1) 
.' tras la aplicación de extractante Soltampour al Doliron. 
Fe 
Patr6n de suelo 
Mont 
Ac Húmico 
Fe(OH)3 
CaC03 
Valencia 
Cu 
Patrdn de suelo 
Mont 
Ac Húmico 
Fe(OH)3 
CaC03 
Valencia 
Mn 
Patrón de suelo 
Mont 
Ac Húmico 
Fe(OH)3 
CaC03 
Valencia 
Zn 
Patrón de suelo 
Mont 
Ac Húmico 
Fe(OH)3 
CaC03 
Valencia 
Blancos 
12,64 
0,46 
~ a b l a  VIII. Concentración de macronutrientes extraibles (mgL-1) 
tras la aplicación de extractante Soltampour al Doliron. 
Ca Blancos 
Patrón de suelo 167 183,2 162,4 158,s 
Mont 1 56,2 106,8 130 116,5 
Ac Húmico 141,2 208.3 21 2.7 186,7 
Fe(OH)3 12,4 613 65.1 41,6 
CaC03 166 167,9 182.8 179,9 
Valencia 195,2 154.5 162,6 177 
Mg 
Patrón de suelo 26,2 25,2 39,s 30 
Mont 63 50,s 65 80,5 
Ac Húmico 5,7 28.5 29.5 26,9 
Fe(OH)3 2,1 10.1 10.9 5.9 
Caco3 0.8 2.2 2 2.3 
Valencia 20.2 24,l 18,7 23,2 
K 
patrón de suelo 10,6 10,7 12.9 12,8 
Mont ' 4,6 3 2  4,6 4.9 
Ac Húmico 2,7 4.1 3,8 3.3 
Fe(OH)3 -0.6 0,4 0,1 O 
CaC03 0.1 1,4 ' O 0 3  
Valencia 65,7 43 33,5 414 
Na 
Patrón de suelo 51,6 30,8 44,l 49.2 
Mont 50.9 17 21,9 23.5 
Ac Húmico 333.5 851 831 830 
Fe(OH)3 7.2 6.3 6,7 5,5 
CaC03 5,s 5 3  6 6 
Valencia 7 3  6,9 7,l 7,6 
ANEXO 11 

Aplicacibn del programa de ajuste FGMINC 
Variable Estimate Gradient 
Residual Sum of Squares = 2.903E+0000 
Status = Converged in 1 ~teration(s) 
Data.XH Data.XM Data.Y Sites H-Sites 
9.260E-04 0.000E+00 9.607EMO 8.95 1E+00 1.748E+01 
9.300E-04 0.000E+00 9.830E+00 8.944E+00 1.749E+O 1 
9:210E-04 0.000E+00 9.755E+00 8.959E+00 1.747E+01 
9.090E-04 0.000E+00 9.706E+00 8.980E+00 1.745E+O 1 
8.910E-04 0.000E+00 9.764E+00 9.011E+00 1.742E+Ol 
8.480E-04 0.000E+00 9.72lE+00 9.088E+00 1.734E+01 
7.580E-04 0.000E+00 9.534E+00 9.263E+00 1.717E+01 
. 5.860E-04 0.000E+00 9.638E+00 9.660E+00 . 1.677E+01 
.4.240E-04 0.000E+00 9.839E+00 1.016E+01 1'.627E+01 
3.200E-04 0.000E+00 1.01 1E+Ol 1.060E+O1 1.583E+01 
2.440~-04 0.000E+00 1.040E+01 1.103E+01 . 1.540E+01 
1.850E-04 0.000E+00 1.076E+01 1.148E+01 1.495E+01 
1.420E-04 O.OOOE+OO 1.120E+01 1.192E+01 1.451E+01 
1.050E-04 0.000E+00 1.165E+01 1.241E+01 1.402E+01 
8.320E-05 0.000E+00 1.210E+OI 1.279E+01 1.364E+01 
6.060E-05 0.000E+00 1.259E+01 ,1.329E+01 1.3 15E+01 
4.740505 0.000E+00 1.295E+01 1.365E+O1 1.278E+01. 



. . 
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- . 
Data.XH Data.XM Data.Y Sites - H-Sites 
7.680E-04 0.000E+00 8.818E+00 9.242E+00 1.719E+01 
. . .  
5.630E-04 0.000E+00. 9.298E+OO 9.722E+00 1.671E+01 
4.240E-04 0.000E+00 9.810E+00 1.016E+01 1.627E+01 
3.210E-04 0.000~+00 1 . 0 3 2 ~ 4 1  1.:060E+01 1.584~+0 1' 
2.420E-04 0.000E+00 1.080E+01 1.105E+01 1.539E+01 
.. - 1.890E-04 0:000E+00 1.129E+01 1.145E+01 3.498E+01 
' 1.400E-04 0.000E+00 1.180E+01 1.194E+01 ' l.449~+01 
' . 1.1 lOE-04 0.000E+00 1.228E+01 1.232E+01 1.41 1E+01 
- ' 7.930E-05 0.000E+00 1.281E+01 1.287E+01 1:357E+01 
6.490E-05 0.000E+00 1.322E+03 1.31 8~+01  .1.325E+Ol 
4.510E-05 0.000E+00 1.380E+Ol 1.373E+01. 1.270~+01 
3.770E-05 0.000E+00 1.421E+01 1.399E+01 1.245E+01 
2.33OE-O5 O.OOOE+OO 1.495E+01 1.464E+OI . l .  179E+01 
1.940E-05 0.000E+00 1.530E+01 1.488E+01 - 1.155E+01 
1.340E-05 0.000E+00 1.590E+01 1.535E+01 1.108E+01 
1.030E-O5 O.OOOE+OO 1.626E+01 1.568E+Ol 1.075E+01 
8.160E-06. 0.000E+00 . 1.660E+01 1.596E+01 1.047E+O 1 
6.120~-06 0.000E+00 1.698E+01 1.631E+01. 1.013E+01 
4.610E-06 0.000E+00 1.730E+01 1.663E+01 9.801E+00 
3.62OE-O6 O.OOOE+OO 1.756E+01 1.690E+01 9.537.EMO 
2.820E-06 0.000E+00 1.783E+01 1.71SE+01 9.279E+00 
2.350E-06 0.000E+00 ' 1.810E+01 1.73?E+01 9.102E+90 
1.170E-06 0.000E+00 - 1.870E+01 1.793E+01 8.506E+00 
9.100E-07 0.000E+00 . 1.885E+01 1.812E+01 8.3 17E+00 
7.440~-07 O.OOOE+OO . i . 8 ~ 7 ~ + 0 1  .826~+01 8. I ~ ~ E + O O  
6.250E-07 0.000E+00 ' 1.912~+01 1.838E+01 8.050E+00 
3.630~-07 0.000E+00 1.942E+01 1.875E+01 7.680Ei00 
; 2.840E-07 0.000E+00 1.951~+01 1.892E+01 7.515E+00 
2.540~-07 0.000E+00 1.957E+01 1.899E+01 7.440E+00 
1.880E-07 0.000E+00 1.969E+O 1 1.919E+01 7.238E+00 
1.700E-07 O.OOOE+OO 1.975E+01 1.926E+01 7.171E+00 
1.220E-07 0.000E+00 1.987E+01 1.948E+01 6.953E+OO 
1.080~-07 0.000E+00 1.994E+01 1.956E+01 6.875E+00 
7.500E-08 0.000E+00 2.006E+OI 1.978E+01 6.65 1E+OO 
6.620E-08 0.000E+00 2.012~+01 1.985E+01 6.578E+00 
4.410E-O8 0.000E+00 2.023E+01 2.008E+01 6.357E+00 
4.050E-08 .0.000E+00 2.030E+01 2.012E+01 6.314E+00 
3.670E-08 0.000E+00 2.036E+01 2.01 7E+0 1 6.265E+00 
2.430~-08 0.000E+00 2.047E+(31 2.035E+01 6.080E+00 
2.190E-08 0.000~+00 2.053Et-01' 2.039E+01 6.037E+00 
1.280E-08 0.000E+00 2.064E+OI 2.059E+0 1 5..837E+00 
1.300E-08 0.000E+00 2.070E+01 2.059E+01 5.843E+00 
1.070E-08 0.000E+00 2.075E+01 2.066~+01 5.777E+00 

